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Résumé 
Les phosphorelais histidine-aspartate constituent la voie préférentielle de transduction 
des signaux environnementaux chez les bactéries et médient un grand nombre de réponses 
adaptatives différentes. Le système Rcs d’Escherichia coli est un phosphorelais complexe 
constitué de cinq protéines. Trois d’entre elles sont directement impliquées dans le 
phosphorelais : le senseur RcsC, un intermédiaire de phosphorylation RcsD et le régulateur de 
réponse RcsB. RcsF est une lipoprotéine de la membrane externe nécessaire à la perception 
des signaux par RcsC. RcsA potentialise l’activité du régulateur transcriptionnel RcsB 
indépendamment de la voie de phosphorylation RcsFCDB. De plus, le gène rcsA s’autorégule 
tout en faisant partie du régulon RcsB. Exclusif des Entérobactéries, le phosphorelais Rcs 
module la formation des biofilms et la virulence de différents pathogènes. Il est activé par des 
altérations de l’enveloppe et contrôle 2 à 3 % du génome bactérien. Cependant, le rôle du 
système Rcs dans l’adaptation des cellules à leur environnement reste peu documenté. 
Mon travail de thèse avait pour objectifs (i) de progresser dans la connaissance du rôle 
du système Rcs dans des conditions environnementales pertinentes (ii) de rationaliser la 
complexité du phosphorelais Rcs et notamment d’expliquer le rôle du co-facteur accessoire 
RcsA au sein de la réponse Rcs (iii) de tendre vers une vision intégrative du système par 
l’identification de ses partenaires protéiques. 
Dans le cadre de ces objectifs, mon travail de thèse a démontré le rôle essentiel du 
système Rcs pour la survie aux pHs acides, situation rencontrée par l’entérobactérie E. coli 
dans l’estomac des mammifères. Il a mis en évidence la capacité du régulateur de réponse 
RcsB à agir indépendamment des autres protéines du phosphorelais et à interagir avec 
d’autres partenaires. En effet, la résistance à l’acidité nécessite RcsB mais aussi le régulateur 
central de la réponse acide, GadE (publication en 1er co-auteur: Castanié-Cornet & 
Treffandier et al., 2007, Microbiology). Ce travail établit par conséquent une connexion entre 
deux systèmes de régulation, le phosphorelais Rcs et le système de résistance à l’acide 
glutamate-dépendant. Mes travaux suggèrent également que le co-facteur accessoire RcsA 
affecte la cinétique d’expression de l’ensemble des gènes du régulon RcsB et qu’il permet 
notamment de prolonger la réponse Rcs après la disparition du signal activateur du 
phosphorelais. Pour finir, il apparaît que la régulation de rcsA est bien plus complexe 
qu’initialement supposée. En effet, mes résultats ont mis en évidence deux niveaux de 
régulation : transcriptionnel et post-transcriptionnel.  
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Summary 
 
Two-component systems, also called phosphorelays are the major signalling pathways 
in bacteria. They are widespread and mediate a large variety of adaptative cellular responses. 
The Rcs system of Escherichia coli is a complex phosphorelay composed of five 
proteins. Three of which are directly involved in the phosphorelay: the sensor RcsC, a 
phosphorylation intermediate RcsD, and the response regulator RcsB. RcsF is an outer 
membrane-associated lipoprotein necessary for the perception of the signal by RcsC. RcsA is 
able to favour RcsB’s transcriptional activity independently of the phosphorelay RcsFCDB. In 
addition, the gene rcsA is part of the RcsB regulon as well being auto-regulated. Exclusive to 
the Enterobacteriacae, the Rcs phosphorelay modulates biofilm formation and virulence in 
several pathogens. It is activated by membrane alterations and influences expression of 2 to 
3% of the bacterial genome. However, the role of the Rcs system in adaptation to the 
environment remains elusive. 
The three objectives of my PhD were (i) to explore further the role of the Rcs system in 
adaptation to relevant environmental conditions (ii) to rationalize the complexity of the Rcs 
phosphorelay and, in particular, to explain the role of the accessory co-factor RcsA in the Rcs 
response (iii) to develop an integrated vision of the system through the identification of its 
protein partners. 
Within the framework of these objectives, my work proved that the Rcs system is 
essential for resistance to low pH, a situation encountered by E. coli in mammals’ stomach. It 
showed that the response regulator RcsB can act independently of the other Rcs proteins and 
with other partners. Indeed, acid resistance requires not only RcsB but also GadE, the central 
regulator of acid response (1st co-author publication: Castanié-Cornet & Treffandier et al., 
2007, Microbiology). This work thus established a connexion between two regulatory 
systems: the Rcs phosphorelay and the glutamate-dependant acid resistance system. My 
research also suggests that the accessory cofactor RcsA modulates the kinetics of expression 
of the whole RcsB regulon, in particular by prolonging the Rcs response after the 
phosphorelay’s activating signal has stopped. To finish with, my work revealed a greater 
complexity in rcsA regulation than was previously thought to exist, by showing that it is 
twofold: transcriptional and post-transcriptional. 
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Figure 1. Transduction du signal au sein d’un système à deux composants classique.
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Avant-propos 
 
 
Les systèmes à deux composants ont un rôle prépondérant dans l’adaptation des bactéries 
aux variations physico-chimiques de leur environnement. Ils permettent la perception des 
signaux environnementaux et le développement d’une réponse appropriée, en modulant le 
plus souvent l’expression d’un certain nombre de gènes. Ces systèmes sont également 
retrouvés chez les Archées et certains eucaryotes tels que les champignons, les plantes et les 
protozoaires. Plus de 4000 systèmes à deux composants ont été répertoriés dans 145 génomes 
bactériens séquencés (Ulrich et al., 2005). Il existe une relation proportionnelle entre le 
nombre de systèmes à deux composants et la taille du génome bactérien (Galperin 2005). 
Cette proportion varie cependant en fonction du mode de vie des micro-organismes. Elle est 
plus élevée chez les micro-organismes évoluant dans des milieux variés et plus faible chez 
ceux évoluant dans un habitat stable comme des pathogènes et symbiontes obligatoires 
intracellulaires tels que Chlamydia, Rickettsia, Buchnera et Blochmannia ou extracellulaires 
tels que Helicobacter pylori et Mycoplasma spp., ces dernières étant totalement dépourvues 
de systèmes à deux composants (pour revue, voir Beier & Gross 2006).  
Les systèmes à deux composants tirent leur dénomination du fait qu’ils sont le plus 
souvent composés d’un couple de protéines : un senseur histidine-kinase (HK), généralement 
membranaire, percevant les signaux environnementaux et un régulateur de réponse 
cytoplasmique associé (RR) permettant le développement d’une réponse adaptative. La 
transduction du signal est réalisée via un mécanisme de transfert de phosphate entre un résidu 
histidine du senseur et un résidu aspartate du régulateur de réponse (Parkinson & Kofoid 
1992) comme schématisé sur la figure 1. Le senseur perçoit le signal au niveau de son 
domaine N-terminal (domaine senseur). L’information est transduite à son module 
transmetteur (ou module H) via un changement conformationnel, activant la phosphorylation 
d’un résidu histidine conservé à partir d’une molécule d’ATP. Le groupement phosphoryl est 
alors transféré sur le module receveur (ou module D) du régulateur de réponse sur un résidu 
aspartate conservé. Cette phosphorylation active le domaine effecteur du régulateur de 
réponse pour la mise en place de la réponse adaptative. Celle-ci est généralement médiée par 
la régulation transcriptionnelle directe de gènes cibles par le régulateur de réponse (pour 
revues, voir Stock et al., 2000; Hoch 2000). Néanmoins, elle peut également se matérialiser 
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Figure 2. Les différents types de phosphorelais. Dans chaque exemple, une histidine kinase 
(HK) possédant un domaine senseur répond à un signal environnemental (éclair rouge) en 
s’autophosphorylant sur un résidu histidine (H1). Le transfert du phosphate sur l’aspartate 
phosphorylable (D2) du régulateur de réponse s’effectue directement dans le cas des systèmes 
classiques. Dans les systèmes complexes, le phosphorelais est réalisé en trois étapes nécessitant 
donc deux modules supplémentaires (D1 et H2) portés soit par le senseur, soit par d’autres 
protéines. Selon les domaines portés par le senseur, celui-ci est qualifié d’orthodoxe, non 
orthodoxe ou hybride. HK: histidine-Kinase; PR: Phosphoreciever; HPt: Histidine 
Phosphotransfer. Les transfert du groupement phosphoryl entre les différents domaines est 
indiqué par des flèches.
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au niveau post-traductionnel, par action directe du régulateur de réponse sur certaines 
protéines (activité enzymatique ou interaction protéique) (Galperin 2006).  
Plus de 75% des systèmes à deux composants dits « classiques » fonctionnent selon le 
schéma décrit ci-dessus. Il en existe cependant de plus complexes tant par le nombre de 
modules et de protéines impliquées que par le nombre d’étapes nécessaires au phosphorelais 
(Zhang & Shi 2005). Ces systèmes complexes utilisent trois étapes de transfert (selon le 
schéma présenté à la figure 2, His→Asp→His→Asp) et requièrent donc un module receveur 
et un module transmetteur supplémentaires. Les modules sont dénommés H1-D1-H2-D2 
(dans l’ordre du transfert), H1 est porté par le senseur et D2 par le régulateur de réponse. Les 
modules intermédiaires D1 et H2 (ou HPt pour Histidine Phosphotransfer) peuvent être 
portés par le senseur ou par d’autres protéines indépendantes selon différentes combinaisons, 
bien qu’à ce jour, seules trois sur les huit possibles aient été observées (figure 2). L’existence 
de ces systèmes complexes a conduit à la dénomination plus générale de phosphorelais 
histidine-aspartate pour désigner les systèmes à deux composants. Les exemples de 
phosphorelais His-Asp répertoriés chez les eucaryotes appartiennent à cette catégorie 
complexe, tels le système Sln1p-Ypd1-Ssk1p de Saccharomyces cerevisae (Posas et al., 
1996) ou les systèmes de perception de l’éthylène et des cytokinines des plantes comme 
Arabidopsis thaliana (pour revue, voir To & Kieber 2008), Zea mays (le maïs, Asakura et al., 
2003) et Oriza sativa (le riz Du et al., 2007). Les données phylogéniques indiquent que les 
systèmes complexes bactériens sont à l’origine des systèmes eucaryotes (Koretke et al., 
2000; Thomason & Kay 2000) et qu’il n’existe pas d’ancêtre commun aux senseurs hybrides 
des systèmes complexes. Ceux-ci se seraient développés par recrutement latéral de domaines 
supplémentaires (Zhang & Shi 2005). 
Escherichia coli compte 29 histidine-kinases, 32 régulateurs de réponse et une protéine 
isolée portant un domaine HPt (Mizuno 1997), répartis en 23 systèmes à deux composants 
classiques, 5 phosphorelais complexes et 4 régulateurs de réponse orphelins. Au cours de ma 
thèse, je me suis intéressée à l’un des cinq phosphorelais complexes, le système RcsCDB/AF. 
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CHAPITRE 1. Les phosphorelais His-Asp, des modèles d’intégration 
 
 
Les phosphorelais His-Asp, bien qu’ils répondent chacun à des signaux spécifiques, 
peuvent être connectés à un réseau de régulation plus vaste. Cette intégration est opérée par 
des régulations croisées, directes ou indirectes agissant au niveau transcriptionnel ou post-
transcriptionnel. Elles permettent notamment de moduler les réponses adaptatives les unes par 
rapport aux autres, certaines étant indissociables et d’autres incompatibles. Ce chapitre 
abordera les différents moyens mis en place par la cellule pour réguler les phosphorelais de 
manière intégrée. Nous nous poserons également la question de l’intérêt évolutif des systèmes 
complexes, majoritaires chez les plantes et les eucaryotes inférieurs. Intuitivement, il semble 
raisonnable de penser que le nombre accru de modules, de partenaires et d’étapes dans le 
phosphorelais élargit les possibilités de régulation, permettant par exemple de moduler le 
niveau d’activation du phosphorelais en réponse à des signaux de nature différente. Nous 
verrons également que la dynamique des systèmes complexes est intrinsèquement différente 
de celle des systèmes simples. 
 
I. Les connecteurs 
 
Les régulateurs de réponse sont activés par phosphorylation (pour revues, Hoch 2000; Gao 
et al., 2007). Leur action dépend donc à la fois de leur senseur HK partenaire mais aussi de 
tout facteur cellulaire capable de moduler leur phosphorylation. L’activité de ces effecteurs, 
potentiellement régulée par des signaux différents de ceux du phosphorelais cible, permet des 
régulations croisées avec d’autres systèmes de régulation. Le terme de « connecteurs » est 
utilisé pour désigner ces effecteurs qui connectent un phosphorelais à une voie de régulation 
différente (pour revue, Mitrophanov & Groisman 2008). Les connecteurs peuvent agir sur les 
phosphorelais simples comme sur les systèmes complexes mais, comme l’illustreront les 
exemples ci-dessous, ces derniers offrent plus de possibilités de régulation. 
 
I.1 Régulation négative des phosphorelais 
 
Le cycle cellulaire de Bacillus subtilis est caractérisé par 3 états physiologiquement 
distincts, dépendants des conditions de croissance. Un état correspondant à une croissance 
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Figure 3. Régulation du phosphorelais Spo0 de B. subtilis par les connecteurs. Les protéines Sda 
et KipI bloquent l’activation du phosphorelais en empêchant l’autophosphorylation de KinA. RapA, 
RapB, RapE, et RapH induisent la déphosphorylation de Spo0F~P; Spo0E, YisI, et YnzD en font de 
même avec le régulateur de réponse Spo0A~P. L’expression de ces effecteurs est contrôlée par 
différents facteurs tels que les conditions de croissance, l’état de la machinerie de réplication et le 
développement de la compétence (via l’action de ComA et ComK, régulateurs centraux des gènes de 
compétence). D’après Mitrophanov & Groisman 2008.
Blocage de la réplication
Milieu riche en nutriments
Induction de la compétence (ComA)
Transition phase exponentielle/phase stationnaire
Induction de la compétence (ComK)
Conditions inhibant la sporulation
Activation des gènes de 
sporulation
Conditions inhibant la sporulation
PhrE
PhrH
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végétative dans des conditions favorables, un état de compétence à la transformation lors de la 
transition phase exponentielle/phase stationnaire de croissance et un état de sporulation dans 
un milieu défavorable. L’analyse des éléments essentiels au développement de la sporulation 
a conduit à l’identification du premier phosphorelais complexe, le système Spo0 (Burbulys et 
al., 1991). Son étude a été à l’origine de nombreuses données sur la régulation négative des 
phosphorelais par des éléments extérieurs (figure 3). Le phosphorelais Spo0 se compose de 
cinq kinases alternatives KinA, KinB, KinC, KinD et KinE, d’un domaine receveur isolé (D1) 
Spo0F, d’un domaine HPt (H2) porté par Spo0B et d’un régulateur de réponse Spo0A (pour 
revue, Piggot & Hilbert 2004). 
 
I.1.1 Les phosphatases 
 
Spo0E, YisI, et YnzD sont des phosphatases de la famille multigénique Spo0E dont la 
cible commune est la forme phosphorylée du régulateur de réponse Spo0A (Spo0A~P). La 
surproduction de Spo0E, YisI ou YnzD inhibe la sporulation. Inversement, l’absence des 
phosphatases, seules ou en combinaison, comme dans les souches Δspo0E ou ΔyisIΔynzD, 
potentialise la capacité à sporuler, en accord avec le rôle déterminant de Spo0A~P dans le 
développement de la sporulation (Perego & Hoch 1991; Perego 2001; Perego & Brannigan 
2001). La sporulation est induite par Spo0A~P en conditions défavorables à la croissance 
végétative ou à la compétence, généralement lors de sévères carences en nutriments. La 
production et l’activité des phosphatases ciblant Spo0A~P sont donc modulées par les 
conditions de croissance. Ainsi, même si l’expression de chaque phosphatase répond plus 
particulièrement à certaines conditions environnementales, elle est globalement stimulée dans 
des conditions défavorables à la sporulation, afin de maintenir un niveau de Spo0A~P faible. 
L’intermédiaire portant le domaine receveur D1, Spo0F~P est également la cible de 
phosphoaspartate-phosphatases qui stimulent son activité intrinsèque 
d’autodéphosphorylation (voir figure 3). Ce sont les protéines RapA, RapB, RapE et RapH de 
la famille Rap (Response-regulator aspartate phosphatases) (Perego & Brannigan 2001; Smits 
et al., 2007). Le transfert de phosphate de Spo0F~P à Spo0A via le domaine HPt (H2) de 
Spo0B étant réversible, la déphosphorylation de Spo0F entraîne celle de Spo0A~P (figure 3). 
Les gènes rap sont régulés transcriptionnellement et post-transcriptionnellement en fonction 
des conditions environnementales (Ishikawa et al., 2002). Au niveau transcriptionnel, leur 
expression est activée lors du développement de la compétence, prévenant ainsi le 
développement de la sporulation en diminuant le niveau de Spo0A~P. Cette activation
 15
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4. Régulation du système ArcB-ArcA d’E. coli par une phosphohistidine-phosphatase, SixA.
La protéine SixA déphosphoryle le domaine HPt du senseur non orthodoxe ArcB lors de la présence 
d’accepteurs finaux d’électrons tels que les nitrates ou le TMAO, levant la répression exercée sur l’opéron 
sdhCDAB et permettant la respiration anaérobie. SixA, en répondant aux signaux induisant les 
phosphorelais TorSR, NarXL et NarQP, connecte ceux-ci avec le phosphorelais ArcBA. 
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transcriptionnelle de rapA et rapE est réalisée par le régulateur clé de la compétence, ComA, 
régulateur de réponse du système à deux composant ComP-ComA (Mueller et al., 1992; Jiang 
et al., 2000). La transcription de rapB est contrôlée par AbrB dont la répression est levée à 
l’entrée en phase stationnaire (Perego et al., 1994). rapH, est induit par le régulateur central 
tardif de la compétence, ComK (Smits et al., 2007). Au niveau post-transcriptionnel, RapA, 
RapE et RapH sont inhibées par la fixation de pentapeptides spécifiques PhrA, PhrE et PhrH, 
respectivement (Smits et al., 2007). RapB est la seule protéine de la famille Rap (avec RapJ) à 
ne pas posséder de pentapeptide Phr spécifique, son action sur Spo0F n’est donc pas régulée 
post-transcriptionnellement (Perego & Brannigan 2001). Les pentapeptides Phr sont eux-
mêmes régulés en fonction des conditions environnementales telles que la transition phase 
exponentielle/phase stationnaire. Ces différents niveaux de régulation convergent encore une 
fois vers une diminution de la quantité de Spo0A~P lorsque les conditions environnementales 
sont favorables à la compétence, évitant le déclenchement de la sporulation. 
Le domaine HPt d’un phosphorelais peut être aussi la cible de phosphatases extérieures. 
C’est le cas du senseur hybride ArcB qui est déphosphorylé par la protéine SixA dans 
certaines conditions. SixA est la première phosphohistidine-phosphatase découverte 
impliquée dans un phosphorelais His-Asp (figure 4) (Ogino et al., 1998). Le phosphorelais 
ArcB-ArcA est nécessaire à la croissance en anaérobiose chez E. coli. En conditions 
d’anaérobiose (faible concentration extracellulaire en oxygène), le régulateur de réponse 
ArcA~P inhibe la transcription de l’opéron sdhCDAB codant pour la succinate 
déshydrogénase, enzyme de la chaîne respiratoire qui couple l’oxydation du succinate dans le 
cycle de Krebs à la réduction de l’ubiquinone dans la membrane. Néanmoins, lorsque des 
accepteurs finaux d’électrons sont présents dans le milieu, tels que les nitrates ou le 
triméthylamine N-oxide (TMAO), cette répression est levée par SixA qui déphosphoryle le 
domaine HPt de ArcB (Matsubara & Mizuno 2000), diminuant ainsi le pool de ArcA~P et 
permettant la mise en place de la respiration anaérobie à partir de succinate comme donneur 
d’électrons primaire. Bien qu’on ne sache pas comment SixA perçoit le signal « nitrates ou 
TMAO », ces données prouvent qu’elle permet de moduler l’activité du système ArcB-ArcA 
en réponse à des molécules connues pour activer d’autres phosphorelais tels que les systèmes 
Nar (nitrates) ou Tor (TMAO). 
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Figure 5. Modèle de l’expression des gènes requis pour la respiration et l’assimilation de 
l’azote chez S. meliloti. Lorsque les concentrations extracellulaires (bactériennes) en azote 
deviennent importantes, FixT, induit par AsnO, inhibe l’autophosphorylation de FixL, réprimant 
l’expression des gènes d’assimilation de l’azote par le symbiote.
~P
~P
Gènes cibles
d’assimilation de l’azote
Concentration 
extracellulaire en azote
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I.1.2 Les anti-kinases 
 
Au sein du phosphorelais Spo0 de B. subtilis, le senseur KinA est régulé négativement par 
KipI (Kinase inhibitor protein) et Sda (suppressor of dnaA) (Wang et al., 1997; Burkholder et 
al., 2001) (figure 3). Ces protéines, en se fixant au domaine H1 de KinA, empêchent 
l’échange du groupement phosphoryl entre l’ATP et l’histidine 405 de KinA (ou sa 
déphosphorylation si la phosphorylation a déjà eu lieu). Cette inhibition allostérique implique 
deux monomères de KipI ou Sda se fixant chacun de part et d’autre du dimère de KinA, au 
niveau d’un site centré sur une proline située à 5 résidus de l’histidine 405 (Whitten et al., 
2007; Jacques et al., 2008). En revanche, KipI et Sda n’affectent pas le transfert du phosphate 
de KinA~P à Spo0F et n’activent pas la déphosphorylation de KinA (Wang et al., 1997; 
Rowland et al., 2004). La transcription de sda est induite lorsque la réplication est perturbée 
ou lors de dommages à l’ADN. L’action négative de Sda sur KinA empêche donc la mise en 
place du programme de sporulation lors d’un défaut de la machinerie de réplication afin 
d’éviter de générer des spores sans ou portant un chromosome altéré (Burkholder et al., 2001; 
Ruvolo et al., 2006). L’expression de kipI est induite par la présence de sucres, interdisant 
l’initiation de la sporulation  en conditions favorables à la croissance (Wang et al., 1997).  
Chez le symbiote de plantes Sinorhizobium meliloti, le système à deux composants FixL-
FixJ est responsable de la fixation de l’azote par les bactéries du nodule en condition 
d’hypoxie (Fischer 1994). L’autophosphorylation du senseur FixL en réponse aux faibles 
concentrations en oxygène est inhibée par la protéine FixT, elle-même régulée par le gène 
asnO (Garnerone et al., 1999; Bergès et al., 2001) (figure 5). La régulation du gène asnO est 
encore méconnue mais les auteurs proposent qu’il relie le système FixJL aux concentrations 
extracellulaires en azote via FixT, permettant d’adapter l’activité d’assimilation de l’azote par 
le symbiote aux besoins de la plante (Bergès et al., 2001). 
 
I.1.3 Les inhibiteurs de la liaison Régulateur de Réponse – ADN 
 
Chez B. subtilis, la compétence est induite à l’entrée en phase stationnaire. La synthèse du 
régulateur central de la compétence, ComK, est induite indirectement par la phosphorylation 
du régulateur de réponse ComA par son senseur HK partenaire, ComP. En effet, ComA~P 
active transcriptionnellement comS dont le produit protège ComK de la protéolyse, lui 
permettant d’exprimer les gènes de compétence (figure 6) (pour revue, Claverys et al., 2006). 
La liaison de ComA~P à l’ADN en amont de comS est inhibée par les protéines RapC, RapF  
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Figure 6. Régulation de la compétence chez B. subtilis par les connecteurs. Les protéines RapC, 
RapF et RapH inhibent la liaison de ComA~P à l’ADN en amont du gène comS. Elles sont elles mêmes 
régulées en fonction des conditions métaboliques via les peptides Phr. Spx lie l’α-CTD de l’ARN-
Polymérase, l’empêchant d’interagir avec ComA~P pour la transcription de ses gènes cibles (ici, comS
pour l’exemple). D’après Mitrophanov & Groisman 2008.
Activation de la 
compétence
Stress d’enveloppe/stress éthanol/carence en phosphate
Induction de la compétence (ComK)
Transition phase exponentielle
/phase stationnaire
ComS
ComK
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et RapH. Ces trois protéines ne déphosphorylent pas ComA~P mais lient spécifiquement le 
domaine C-terminal de ComA, quelque soit son état de phosphorylation, inhibant le domaine 
effecteur de liaison à l’ADN de manière allostérique (Core & Perego 2003; Bongiorni et al., 
2005; Smits et al., 2007). Notons que dans ce cas, le mode d’action de RapH est différent de 
celui employé envers Spo0F (c.f  I.1.1 phosphatases). RapH possède donc deux activités – 
phosphatase ou inhibiteur allostérique – faisant d’elle un cas unique au sein de la famille Rap 
(Smits et al., 2007). L’activité des protéines RapC, RapF et RapH est antagonisée par la 
fixation de pentapeptides spécifiques de chacune d’entre elles, PhrC, PhrF et PhrH. En se liant 
aux protéines Rap, ces peptides les empêchent d’interagir avec ComA (Lazazzera et al., 1999; 
Core & Perego 2003). Les gènes rap et phr sont génétiquement liés et organisés sous forme 
d’opérons au sein desquels chaque gène phr possède la plupart du temps son propre 
promoteur, induit à l’entrée en phase stationnaire (McQuade et al., 2001). La régulation post-
transcriptionnelle des protéines Rap par les pentapeptides Phr permet donc une levée 
d’inhibition de ComA~P à l’entrée en phase stationnaire, en accord avec les conditions 
favorables au déclenchement de la compétence. Seul le couple rapH/phrH est transcrit sous 
forme d’un ARNm unique (Hayashi et al., 2006). phrH est donc soumis à la même régulation 
que rapH, à savoir une activation par ComK, permettant à la fois un rétrocontrôle négatif (via 
RapH) et positif (via PhrH) sur le déclenchement de la compétence. 
 
I.1.4 Les inhibiteurs du recrutement de l’ARN-Polymérase. 
 
Les activateurs transcriptionnels fonctionnent généralement en recrutant l’ARN-
Polymérase au travers d’interactions avec les différentes sous-unités de celle-ci. Certaines 
protéines peuvent empêcher ces interactions. C’est le cas de la protéine Spx de B. subtilis qui, 
en liant l’α-CTD de l’ARN-Poymérase, l’empêche d’interagir avec les régulateurs de réponse 
ComA, activateur de la compétence, et ResD qui active les gènes répondant à une carence en 
oxygène (M M Nakano et al., 1996; Shunji Nakano et al., 2003) (figure 6). L’expression de 
spx est activée par des stress d’enveloppe, le stress alcoolique, le stress oxydatif ou la carence 
en phosphate (Antelmann et al., 2000; Shunji Nakano et al., 2003; Thackray & Moir 2003; 
Eiamphungporn & Helmann 2008). Ainsi, en conditions extrêmes, Spx permettrait d’inhiber 
des processus tels que la compétence et la croissance au profit des mécanismes indispensables 
de résistance aux stress. 
Chez E. coli, la protéine TorI interagit avec le domaine effecteur du régulateur de réponse 
TorR, l’empêchant de recruter l’ARN-Polymérase pour la transcription des gènes nécessaire à  
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Figure 7. Schéma récapitulatif du lien entre les systèmes d’initiation de la sporulation et du 
déclenchement de la compétence en fonction des conditions environnementales. En bleu, les 
régulations transcriptionnelles; en noir, les régulation post-traductionnelles; en vert, les régulations 
environnementales.
Activation de la 
compétence
Initiation de la 
sporulation
Kinases (~P)
Spo0F (~P)
Spo0B (~P)
RapE
RapA
RapB
RapH
ComK
ComA ComS
Spo0A (~P)
Spo0E
YisI
YnzD
RapC
RapF
AbrB
Transition phase exponentielle/
phase stationnaire
Transition phase exponentielle/
phase stationnaireConditions d’inhibition 
de la sporulation
Figure 8. Régulations croisées directe et indirecte. A. Schéma de la régulation croisée entre 
les deux systèmes PhoQ-PhoP et PmrB-PmrA via le connecteur PmrD. B. Modèle expérimental 
de la régulation directe du gène pbgP par deux phosphorelais. D’après Kato et al., 2007.
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l’utilisation du TMAO pour la respiration en conditions anaérobies (Ansaldi et al., 2004). 
TorI n’est pas seulement dédiée à réprimer TorR, elle appartient également à une famille 
atypique d’excisionases de phages (Elantak et al., 2005). Sa régulation est encore inconnue 
mais le fait que les gènes torR et torI soient transcrits indépendamment suggère que TorI 
agisse comme un connecteur modulant l’activité de TorR en réponse à des signaux différents 
de ceux perçus par le senseur partenaire de TorR, TorS. 
 
L’exemple du phosphorelais Spo0 de B. subtilis présenté dans cette section illustre 
l’avantage évolutif de la complexification : elle offre un nombre élevé de points de contrôle, 
permettant le basculement entre différents états physiologiques (compétence, croissance 
végétative ou sporulation) selon les conditions environnementales (figure7). 
 
I.2 Régulation positive des phosphorelais 
I.2.5 Les inhibiteurs de la déphosphorylation du Régulateur de Réponse 
 
Chez S. enterica, le senseur PmrB phosphoryle son régulateur de réponse PmrA en 
réponse à des concentrations extracellulaires élevées en Fe3+ ou en Al3+ (Wösten et al., 2000) 
ou en réponse à des pH moyennement acides (Perez & Groisman 2007). Ce système gouverne 
notamment la résistance à la polymyxine B (Wösten et al., 2000). En absence de signal, PmrB 
exerce une activité phosphatase sur PmrA, empêchant ainsi la mise en place d’une réponse 
non requise. Néanmoins, PmrA~P peut être protégé de cette déphosphorylation par la liaison 
de la protéine PmrD à son domaine receveur N-terminal (Kato & Groisman 2004) (figure 8A). 
L’expression de pmrD est induite par un autre système à deux composants, PhoQ-PhoP, en 
réponse à des concentrations faibles en Mg2+ (Kox et al., 2000). Ainsi, la connexion réalisée 
par PmrD permet à S. enterica d’être résistante à la polymyxine B en réponse au signal Fe3+ 
perçu par PmrB mais aussi en conditions de carence en Mg2+ activant le système PhoQ-PhoP.  
De plus, une étude génétique et mathématique a montré que la cinétique d’expression des 
cibles était différente selon la voie de régulation impliquée (Kato et al., 2007). Ainsi, en 
modifiant la région promotrice du gène pbgP, les auteurs ont pu comparer la cinétique 
d’expression de ce gène régulé, soit directement par le système PhoQ-PhoP (figure 8B), soit 
par PhoQ-PhoP via PmrD et PmrA~P (condition sauvage, figure 8A). La voie PmrD permet 
une expression plus élevée et plus durable illustrant un des intérêts de cette régulation croisée.  
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Figure 9.  Activation d’un senseur HK par un connecteur. La protéine B1500 d’E. coli connecte les 
systèmes EvgS-Evga et PhoQ-PhoP en induisant l’activité histidine-kinase du senseur PhoP en réponse à 
EvgA~P. D’après Eguchi et al., 2007.
b1500
?
Figure 10. Cross-talk versus systèmes branchés. A. Schéma d’un cross-talk. B. Schéma de systèmes 
branchés. HK, histidine-kinase; RR, régulateur de réponse. D’après Goulian & Laub 2007.
A. B.
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I.2.6 Les activateurs de l’activité HK des senseurs 
 
Chez E. coli, le système à deux composants EvgS-EvgA est responsable de l’induction du 
gène b1500 qui code pour une protéine membranaire capable d’interagir et d’activer le 
senseur PhoQ (Eguchi et al., 2007). PhoQ activé par B1500 phosphoryle PhoP qui transcrit 
alors ses gènes cibles en réponse aux conditions activatrices – encore inconnues – du système 
EvgS-EvgA (figure 9).  
 
Ces différents exemples montrent que, grâce à ces « connecteurs » extérieurs, les 
phosphorelais sont imbriqués dans un vaste réseau de régulation permettant la modulation de 
processus métaboliques les uns par rapport aux autres. Bien qu’on retrouve ces connecteurs 
associés aux systèmes simples comme aux systèmes complexes, leur capacité à cibler toutes 
les étapes du phosphorelais explique en partie l’intérêt évolutif des systèmes complexes, 
comme l’illustre la régulation du phosphorelais Spo0 de B. subtilis.  
 
II. Régulations croisées entre phosphorelais 
 
Les composants des phosphorelais appartiennent à différentes familles de gènes dont 
chaque membre possède des similarités de séquence et de structure avec les autres. 
L’homologie de ces différentes protéines est en faveur d’éventuelles communications croisées 
(ou « cross-talk ») entre phosphorelais, i.e le senseur d’un système à deux composants 
pourrait phosphoryler un régulateur de réponse autre que son partenaire habituel. Dans les cas 
des phosphorelais complexes, le nombre plus important de protéines impliquées augmente les 
possibilités de ces éventuels partenariats.  
Cette notion de « cross-talk » a été précisée par Goulian et Laub (2007). Ils la définissent 
comme « une communication entre deux voies de signalisation qui, une fois éliminée, laisse 
intactes et fonctionnelles les deux voies » (figure 10A). Ils précisent que le cross-talk est 
généralement désavantageux pour la cellule mais que dans certains cas où la cellule peut en 
tirer profit, le terme employé est « cross-régulation ». Il faut également différencier cross-talk 
et systèmes branchés (figure 10B). Ceux-ci font en effet intervenir plusieurs régulateurs de 
réponse pour une histidine kinase (e.g le système Che d’E. coli) ou, inversement, des kinases 
alternatives (e.g le système Spo0 de B. subtilis) mais constituent une seule et même voie de 
signalisation.  
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Figure 11. Les différents mécanismes mis en place par la cellule pour éviter les cross-talk. Exemple 
des phosphorelais PhoR-PhoB et VanS-VanR (c.f texte). A. Dans les cellules sauvages, toute 
phosphorylation de VanR par le senseur non partenaire PhoR est éliminée par l’activité phosphatase du 
senseur bifonctionnel VanS. B. La délétion de vanS induit donc une augmentation du phénomène de 
cross-talk de PhoR vers VanR (représenté par une flèche discontinue épaissie). C. La compétition entre 
le régulateur de réponse partenaire et les autres est aussi un moyen de limiter le cross-talk. La délétion 
de phoB (additionnée à celle de vanS) illustre bien cet exemple puisque dans un double mutant 
vanSphoB, le cross-talk PhoR-VanR est encore augmenté (flèche discontinue encore plus épaisse). 
D’après Goulian & Laub 2007.
A. Souche sauvage B. ΔvanS C. ΔvanSΔphoB
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Bien qu’il soit souvent fait allusion à l’existence de ces « cross-talk » et qu’il soit possible de 
les recréer in vitro, on ne sait pas s’ils ont réellement lieu in vivo ni dans quelle proportion. Il 
semblerait raisonnable que l’importance de ce phénomène soit minimale afin que la cellule 
puisse continuer à développer des réponses adaptées à un signal précis. Les bactéries ont 
d’ailleurs mis au point un certain nombre de mécanismes pour éviter ces communications 
croisées désavantageuses. Pourtant, dans certaines conditions, un organisme peut avoir intérêt 
à utiliser le cross-talk pour élargir le panel de stimuli entraînant une même réponse ou, à 
l’inverse, pour mettre en place plusieurs réponses différentes suite à la perception d’un signal 
unique. 
 
II.1 Le cross-talk, un phénomène limité in vivo 
 
Plusieurs études in vitro ont montré l’existence de cross-talk entre phosphorelais. Une 
analyse systématique des profils de transcription (Oshima et al., 2002) ou des phénotypes de 
croissance (Zhou et al., 2003) de différents mutants d’E. coli délétés pour l’un des 30 
phosphorelais prouve clairement que, dans ces conditions, plusieurs voies de signalisation 
peuvent être reliées. Yamamoto et collaborateurs (2005) rapportent l’existence de 22 cross-
talk sur 692 tests d’association entre 21 HK et 34 RR non partenaires chez E. coli. 
Néanmoins, il est très difficile de quantifier la réelle occurrence de ces phénomènes in vivo.  
Plusieurs cas de cross-talk ont été rapportés in vivo mais jamais en contexte physiologique, i.e 
sans que les paramètres critiques, tels que le senseur ou le régulateur de réponse, ne soient 
mutés ou surexprimés (Parkinson & Kofoid 1992), laissant douter de leur significativité. Par 
exemple, chez E. coli, le senseur kinase VanS du système VanS-VanR peut phosphoryler le 
régulateur de réponse PhoB. Cependant, cela n’est observable qu’en absence du senseur 
partenaire de PhoB, PhoR (Fisher et al., 1995; Silva et al., 1998). Inversement, VanR peut 
être phosphorylé par PhoR uniquement lorsque VanS est muté (Haldimann et al., 1997; Silva 
et al., 1998) (figure 11B). Une recherche systématique de cross-talk entre quatre 
phosphorelais d’E. coli, UhpB-UhpA, NtrB-NtrC, PhoR-PhoB et ArcB-ArcA a été 
infructueuse dans une souche sauvage (Verhamme et al., 2002). En revanche, en absence de 
l’histidine-kinase / phosphatase NtrB, les auteurs ont observé la phosphorylation de NtrC par 
UhpB et PhoR. 
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Ces résultats suggèrent qu’in vivo le cross-talk est limité, et que cette limitation est due à 
la fois à la spécificité du couple senseur / régulateur de réponse et à l’activité phosphatase du 
senseur envers son régulateur de réponse.  
Les motifs à l’origine de la spécificité du couple HK/RR ont été récemment identifiés par 
analyse in silico de la co-évolution des couples HK/RR (Skerker et al., 2008). Il s’agit d’un 
cluster d’acides aminés situé juste en aval du site H1. Quant aux senseurs ne possédant pas 
d’activité phosphatase, on peut imaginer qu’ils soient préférentiellement impliqués dans des 
phosphorelais utilisant des kinases multiples (dont certaines possèderaient une activité 
phosphatase, Alves & Savageau 2003), ou qu’il existe des phosphatases additionnelles. C’est 
le cas de CheZ chez E. coli (pour revue, Stock et al., 2000).  
Le cross-talk PhoR – VanR décrit précédemment n’est pas seulement augmenté en 
absence du senseur VanS mais aussi en absence du régulateur de réponse PhoB (figure 11C) 
(Silva et al., 1998). De la même manière, une étude récente sur les systèmes CpxA-CpxR et 
EnvZ-OmpR d’E. coli montre que le cross-talk de la kinase CpxA envers le régulateur de 
réponse OmpR requière l’absence du senseur EnvZ et du régulateur de réponse CpxR. 
Réciproquement, le cross-talk d’EnvZ envers CpxR nécessite l’absence du senseur CpxA et 
du régulateur de réponse OmpR (Siryaporn & Goulian 2008). Ces données suggèrent que la 
stoechiométrie senseur / régulateur de réponse est un autre moyen de limiter les cross-talk. La 
faible proportion d’histidine kinase par rapport aux régulateurs de réponse limiterait les 
phosphorylations croisées (e.g 100 molécules de EnvZ par cellule d’E. coli contre 3500 
molécule du senseur partenaire OmpR, Cai & Inouye 2002). En effet, la spécificité du couple 
senseur – régulateur de réponse est telle que le senseur va agir en priorité sur son régulateur 
de réponse partenaire. On peut considérer que la forte proportion d’un régulateur de réponse 
particulier « titre » l’activité de son senseur partenaire. En accord avec cette hypothèse, la 
surproduction du senseur HK augmente le phénomène de cross talk dans différents travaux 
(Ninfa et al., 1988; Igo et al., 1989). 
 
II.2 Régulations croisées in vivo 
 
Malgré les différents mécanismes permettant de limiter le cross-talk in vivo, il existe 
quelques exemples de régulations croisées en contexte sauvage. On distinguera les 
phosphorylations croisées et la régulation d’un même ensemble de gènes par plusieurs 
phosphorelais. 
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P
P
Nitrates
NarX
NarL
NarL
P
P
Nitrites
NarQ
NarP
NarP
Figure 12. Cross-phosphorylation entre les 
phosphorelais NarX-NarL et NarQ-NarP d’E. 
coli. C.f texte Figure 13. Cross-phosphorylation entre le senseur 
PhoR du système PhoR-PhoP et le régulateur de 
réponse YycF de B. subtilis. C.f texte
P
P
Carence en phosphate
YycG
YycF
YycF
P
P
?
PhoR
PhoP
PhoP
yocH
Figure 14. Cross-phosphorylation entre le senseur ArcB et le régulateur de réponse OmpR. 
C.f texte. D’après Wadhams & Armitage 2004.
OmpC
OmpF
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II.2.1 Les phosphorylations croisées 
 
En conditions anaérobies, E. coli peut utiliser les nitrates ou les nitrites comme accepteurs 
d’électrons dans la chaîne respiratoire. La régulation des gènes impliqués dans ce processus 
est contrôlée par deux phosphorelais, NarX-NarL et NarQ-NarP (Stewart 2003). Le senseur 
NarX phosphoryle NarL en réponse aux nitrates (figure 12). Le senseur NarQ est stimulé 
aussi bien par les nitrates que par les nitrites et phosphoryle les deux régulateurs de réponse 
(Stewart & Bledsoe 2003). C’est donc NarX qui est responsable de la discrimination entre le 
stimulus « nitrates » et le stimulus « nitrites » afin de moduler en conséquence l’expression 
des gènes cibles des systèmes Nar. Les sites de fixation des régulateurs de réponse NarP et 
NarL ne présentent pas de différence de séquence. Néanmoins, NarP et NarL se lient à ces 
sites avec des affinités différentes et NarL possède des sites propres qui ne sont pas reconnus 
par NarP (Darwin et al., 1997). Ces données indiquent de multiples interactions entre ces 
deux systèmes à la fois en terme de cross-phosphorylation mais aussi en terme de régulation 
différentielle des gènes d’un même régulon. Cette régulation croisée permet une réponse 
adaptée aux variations de concentration extracellulaire en nitrates (Stewart 2003). 
Chez B. subtilis, il existe une régulation croisée entre le système à deux composants 
PhoR-PhoP de réponse aux carences en phosphate et le système essentiel YycG-YycF 
impliqué dans le métabolisme de la paroi cellulaire (figure 13) (Howell et al., 2003; Dubrac et 
al., 2007). La transcription du gène yocH est stimulée lors de carences en phosphate. Cette 
induction requière le senseur PhoR mais ne dépend pas de son régulateur de réponse 
partenaire PhoP. Par contre, l’expression du gène yocH est sensible au niveau intracellulaire 
du régulateur de réponse YycF que PhoR est capable de phosphoryler in vitro et in vivo. En 
revanche, aucune phosphorylation de PhoP par YycG n’est détectable in vitro. La cross-
phophorylation de YycF par PhoR en conditions limitantes en phosphates est observée dans 
des souches sauvages où (i) l’expression de yycFG ou phoPR n’a pas été modifiée et (ii) en 
présence du senseur partenaire de YycF, YycG. Ces données démontrent l’existence, in vivo, 
d’une régulation croisée entre PhoR et YycF en réponse aux faibles concentrations en 
phosphate (Howell et al., 2006). 
Chez E. coli, il semble exister une régulation croisée entre les systèmes ArcB-ArcA et 
EnvZ-OmpR (figure 14) (Matsubara et al., 2000). Le système ArcB-ArcA est responsable de 
la modulation des gènes impliqués dans la transition entre croissance aérobie et croissance 
anaérobie (Sawers 1999). Le système EnvZ-OmpR régule l’expression de nombreux gènes en 
réponse à l’osmolarité du milieu, dont ceux codant pour les porines OmpF et OmpC (Cai &  
 30
 
 
Figure 16. Connexion des phosphorelais PhoQP, PmrBA et RcsCDBAF chez Salmonella enterica.
Le gène ugd possède des sites de fixation pour les régulateurs de réponse PmrA~P et RcsB~P associé à 
son cofacteur RcsA. Le système PmrBA est également connecté au phosphorelais PhoQP via la protéine 
PmrD. La transcription du gène ugd peut donc être induite par trois types de signaux différents. D’après 
Bijlsma & Groisman 2003.
Figure 15. Phosphorylation croisée entre l’histidine-kinase NtrY et le régulateur de réponse NtrC
de R. capsulatus. C.f texte.
P
PNtrB
NtrC
NtrC
P
P
Azote, urée
NtrY
NtrX
NtrX
Fixation de 
l’azote
?
Carence en azote
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Inouye 2002). Plusieurs données suggèrent qu’OmpR puisse être phosphorylé par ArcB. Des 
cellules cultivées en anaérobie présentent une expression accrue de la porine OmpC et une 
expression diminuée de OmpF, concordant avec l’activation d’OmpR par phosphorylation. 
Ces phénotypes sont observés en absence du senseur partenaire, EnvZ, suggérant que OmpR 
soit phosphorylé par une autre voie. La surexpression du domaine HPt du senseur hybride 
ArcB en conditions aérobies induit les mêmes effets qu’une anaérobiose, à savoir une 
augmentation de OmpC et une diminution de OmpF, de manière indépendante de la présence 
de son régulateur de réponse partenaire ArcA. In vitro, ArcB peut phosphoryler ArcA et 
OmpR mais pas les autres régulateurs de réponse testés, UvrY ou KdpE. Dans l’ensemble, ces 
résultats suggèrent fortement l’existence d’une phosphorylation croisée entre ArcB et OmpR 
(Matsubara et al., 2000). Pour finir, ArcB semble capable de phosphoryler in vivo le 
régulateur de réponse orphelin RssB, impliqué dans le contrôle de la stabilité du facteur 
général de stress RpoS (Mika & Hengge 2005). 
Un autre exemple de régulation croisée entre phosphorelais est trouvé chez Rhodobacter 
capsulatus lors de la régulation du métabolisme de l’azote (Drepper et al., 2006). Le système 
à deux composants NtrB-NtrC régule les gènes impliqués dans l’assimilation et la fixation de 
l’azote. Les cellules dépourvues de régulateur de réponse NtrC ne sont pas capables de 
pousser en présence de N2 ou d’urée comme source d’azote alors que les cellules dépourvues 
du senseur NtrB le peuvent. Des cellules mutées pour ntrB et ntrY, un gène codant pour une 
autre histidine-kinase, ne sont plus capables de pousser dans de telles conditions, prouvant 
que ces deux senseurs sont capables de phosphoryler NtrC in vivo. Le gène ntrY forme un 
opéron avec le gène ntrX codant pour un régulateur de réponse. Cette organisation génique 
laisse penser que NtrX est le régulateur de réponse associé à NtrY et que la phosphorylation 
de NtrC par ce dernier est le reflet d’une communication croisée (figure 15). 
 
II.2.2 La régulation d’un même ensemble de gènes par différents phosphorelais 
 
Chez Salmonella, les régulateurs de réponse RcsB et PmrA peuvent tous deux activer les 
gènes ugd et wzz nécessaires à la synthèse d’exopolysaccharides (EPS) (Mouslim & Groisman 
2003; Delgado et al., 2006). RcsB et PmrA sont phosphorylés par des voies indépendantes 
mais régulent certains gènes cibles communs en se fixant à des motifs ADN différents au 
niveau des promoteurs (figure 16). Un exemple de régulation croisée de ce type, a été décrit 
pour les phosphorelais EnvZ-OmpR, RcsCDB et CpxA-CpxR d’E. coli (Batchelor et al., 
2005; Jubelin et al., 2005) lors de la régulation des gènes de synthèse des curli et la formation  
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Figure 17. Réseau de régulation contrôlant la synthèse des curli chez E. coli. La synthèse des curli à 
faible osmolarité résulte de l’activation transcriptionnelle de csgD par OmpR~P. A forte osmolarité, le 
phosphorelais CpxAR est activé. CpxR~P se lie au promoteur de csgD, éteignant sa transcription. Le 
système RcsCDB, également activé par les changement d’osmolarité du milieu, inhibe aussi les opérons 
de synthèse des curli. H-NS peut activer ou réprimer ces deux opérons, selon les conditions 
environnementales. D’après Jubelin et al., 2005
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des biofilms (figure 17). Des approches systématiques par microarrays chez E. coli semblent 
suggérer que ce « recouvrement » de régulons est fréquent chez les phosphorelais (Oshima et 
al., 2002). 
 
En conclusion, si le cross-talk est un phénomène limité in vivo chez les bactéries, il 
existe néanmoins des communications croisées entre phosphorelais, qu’elles soient de type 
cross-phosphorylation ou partage de régulon. La complexité des phosphorelais His-Asp-His-
Asp pourrait suggérer une tendance accrue pour ces régulations croisées. En effet, le nombre 
accru de modules, de partenaires et d’étapes dans le phosphorelais élargit les possibilités de 
connexions avec d’autres régulateurs et donc de modulation par des signaux différents, 
intégrant ainsi le phosphorelais dans un vaste réseau cellulaire. Dans ce sens, chez les plantes, 
où les phosphorelais complexes sont plus fréquents – en proportion – que les systèmes 
classiques, les phénomènes de régulation croisée semblent très répandus (pour revue, voir 
Grefen & Harter 2004), élaborant un réseau complexe à l’échelle cellulaire. Quasiment tous 
les processus physiologiques de la plante se trouvent ainsi interconnectés, tels que : la 
perception des cytokinines (hormones impliqués dans presque tous les processus de 
développement et de croissance), la perception de l’éthylène (impliqué notamment dans la 
germination et la réponse au stress), la mise en place des rythmes circadiens, le 
développement des gamétophytes, la floraison, la perception de l’osmolarité, entre autres. 
Chez les plantes, l’établissement de ce réseau complexe de régulation qui permet la 
modulation fine des nombreuses cascades de signalisation cellulaire végétales les unes par 
rapport aux autres semble aussi important que les voies de signalisation propres à chaque 
phosphorelais (Lohrmann & Harter 2002). 
 
III. Courbes de réponse : systèmes simples versus systèmes complexes 
 
Les systèmes à deux composants bactériens classiques sont un moyen efficace de 
répondre rapidement à des stress externes grâce à un simple transfert de phosphate. Une étude 
basée sur des modèles mathématiques a déterminé la dynamique de réponse des systèmes 
complexes comparée à celle des systèmes classiques (Kim & Cho 2006). Les auteurs ont 
élaboré les courbes de réponse des phosphorelais en fonction du nombre d’étapes impliquées 
dans le phosphorelais, en faisant varier les paramètres biochimiques des réactions mises en 
oeuvre. Les phosphorelais classiques se comportent comme un rhéostat, réagissant à des 
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Figure 18. Courbes de réponse des systèmes complexes (sigmoïde) versus
systèmes simples (hyperbole). C.f texte. D’après Kim & Cho 2006.
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signaux de faible intensité et dont le niveau d’activation est proportionnel à l’intensité du 
signal. Ce type de réponse est illustré par une hyperbole sur la figure 18. Au contraire, la 
courbe de réponse d’un phosphorelais complexe est une sigmoïde, traduisant une résistance 
aux signaux faibles et de courte durée, considérés comme des « bruits de fond », mais une 
grande sensibilité à un vrai signal, de durée plus conséquente. Les phosphorelais complexes se 
comportent donc comme un interrupteur ON-OFF capable de différencier le bruit de fond 
d’un vrai signal. Cette propriété des systèmes complexes est certainement un avantage car elle 
évite la mise en place d’une réponse coûteuse en énergie lors de fausses situations de stress. 
En accord avec cette hypothèse, la survie des plantes, qui ne peuvent pas se déplacer pour 
trouver de meilleures conditions environnementales, dépend avant tout de leur capacité à 
répondre vite mais surtout juste et efficacement au signal initial (Lohrmann & Harter 2002). 
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Figure 19. Le phosphorelais RcsCDB/FA d’E. coli. Le signal (symbolisé par un éclair rouge) est perçu 
directement par RcsC ou via RcsF qui le relaie à RcsC par un mécanisme encore inconnu (symbolisé par 
un ?). Suite à la perception de ce signal, RcsC s’autophosphoryle sur son résidu histidine conservé H1 et 
transfère le groupement phosphoryl sur son propre domaine receveur contenant un aspartate conservé 
D1. Le phosphate est ensuite relayé par le domaine HPt de l’intermédiaire RcsD avant d’être transféré 
au régulateur de réponse RcsB. Ainsi activé, celui-ci pourra aller moduler l’expression de ses gènes 
cibles en se fixant sous forme d’homodimère à une séquence ADN appelée boîte RcsB. Il existe une 
autre voie d’activation de RcsB, indépendante du phosphorelais RcsCD mettant en jeu le cofacteur 
RcsA. L’existence de cette voie d’activation de RcsB suggère que RcsA puisse percevoir des signaux de 
nature différente de ceux perçus par RcsC ou RcsF. Dans ce cas, RcsA et RcsB se fixeraient sous forme 
d’hétérodimère à une séquence d’ADN appelée boîte RcsAB. On distingue ainsi deux classes différentes 
de gènes régulés par RcsB, les cibles RcsA-indépendantes et RcsA-dépendantes.
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CHAPITRE 2. Le phosphorelais RcsCDB/FA d’Escherichia coli 
 
 
Initialement identifié comme régulateur des gènes cps de synthèse de la capsule 
(Gottesman et al., 1985), le système Rcs (regulation of capsule synthesis) est atypique de par 
son organisation et la structure de ses protéines. Il est l’unique exemple de phosphorelais 
utilisant trois protéines au lieu de deux chez E. coli. Le senseur membranaire RcsC perçoit le 
signal et s’autophosphoryle sur son résidu histidine conservé (H1). S’ensuit un premier 
transfert intramoléculaire du groupement phosphoryl sur un domaine supplémentaire du 
senseur, contenant un résidu aspartate (D1). Ce groupement phosphoryl est ensuite relayé par 
l’histidine du domaine HPt (H2) du transmetteur intermédiaire membranaire RcsD, avant 
d’être transféré sur l’aspartate conservé (D2) du régulateur de réponse RcsB (figure 19) 
(Takeda et al., 2001; Clarke et al., 2002). Le régulateur de réponse possède un domaine HTH 
lui permettant de se lier à l’ADN et de réguler l’expression de gènes cibles en réponse au 
signal initial. 
Le système Rcs utilise également deux protéines annexes: RcsF et RcsA (voir Gottesman, 
1995). RcsF est une lipoprotéine de la membrane externe (Castanié-Cornet et al., 2006) 
requise pour la transduction au senseur RcsC de la plupart des signaux activateurs du système 
Rcs identifiés à ce jour (voir plus loin le paragraphe portant sur les signaux). RcsA est un co-
facteur accessoire du régulateur de réponse RcsB. Indépendamment de la voie de 
phosphorylation RcsFCD, RcsA stimule l’activité de RcsB, spécifiquement à certains des 
gènes du régulon RcsB, notamment ceux nécessaires à la synthèse de la capsule (Gottesman 
& Stout 1991). On distinguera ainsi deux catégories de cibles régulées par RcsB, celles 
RcsA-indépendantes et celles RcsA-dépendantes (figure 19). Il existe donc deux voies 
d’activation de RcsB, la voie de phosphorylation RcsFCD et la voie RcsA. Ces deux voies 
sont cependant connectées puisque (comme nous le verrons plus en détails dans les chapitres 
suivants) l’expression de rcsA est régulée par RcsB. Par conséquent, l’activation de la voie 
RcsFCD conduira à celle de RcsA. L’existence de cette voie RcsA suggère que RcsB puisse 
répondre à des signaux différents selon qu’ils proviennent d’une voie où de l’autre.  
Pour finir, une dernière protéine a été récemment impliquée dans le phosphorelais, en 
amont de RcsC, IgaA (Meberg et al., 2001). C’est une protéine polytopique de la membrane 
interne. Les données de phylogénie et de génétique suggèrent qu’IgaA maintienne la voie 
RcsCD dans un état inactif. 
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Figure 20. Le gène rcsC et son produit. A. Organisation des gènes rcsCDB au locus 50 min. 
B. Les différents domaines de la protéine RcsC. Les bornes des domaines sont indiquées 
d’après les limites obtenues avec le logiciel SwissProt (P14376) ou d’après le travail de 
Rogov et al., 2006 pour le domaine ABL. Notons que le codon « start » de RcsC a récemment 
été révisé, plaçant la méthionine de début de traduction 16 acides aminés en amont de celle 
initialement décrite dans la littérature. J’ai utilisé les nouvelles positions pour ce travail. Le 
domaine PAS n’apparaissant pas dans toutes les bases de données, il reste hypothétique.
Figure 21. Exemple de la structure tertiaire du domaine PAS de NifL d’Azotobacter vinelandii. En 
vert, les feuillets β; en bleu clair, les hélices α; en bleu foncé, les hélices 310. D’après Key et al., 2007. 
NB: Les hélices 310 sont une conformation peu fréquente. Le tour d'hélice est plus étroit et plus contraint 
que celui de l'hélice α. Leur longueur dépasse rarement 1 à 2 tours  
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I. Les protéines composant le phosphorelais 
 
I.1 RcsC 
 
La protéine RcsC est le senseur du système Rcs (Parker et al., 1992). Le gène rcsC est 
situé à 49.9 minutes sur le chromosome d’E. coli, en aval de l’opéron rcsDB et transcrit de 
manière convergente (figure 20A). La protéine est constituée de 949 acides aminés (106.5 
kDa), elle est ancrée dans la membrane interne (Stout & Gottesman 1990). Sa partie 
cytoplasmique, majoritaire, se divise en 4 domaines distincts (figure 20B) : PAS – HK – ABL 
– D1.  
Le domaine périplasmique de RcsC est le domaine de RcsC le moins conservé en 
séquence chez les Entérobactéries possédant un homologue de cette protéine (notamment chez 
Yersinia spp, Erwinia spp, Photorhabdus luminescens et Proteus mirabilis chez qui les 
pourcentages d’identité varient entre 30 et 40% ; NCBI-Blast). Il s’étend des résidus 42 à 313 
(SwissProt P14376) et est délimité par deux domaines transmembranaires. Cette configuration 
est typique des senseurs à perception extracytoplasmique du signal, les plus nombreux. Ceci 
suggère que le domaine périplasmique de RcsC soit impliqué dans la perception de signaux 
extracytoplasmiques, qu’elle soit directe ou indirecte (via l’interaction avec des protéines 
périplasmique). 
Dans sa partie cytoplasmique, RcsC possède un domaine PAS pour Per-ARNT-Sim du 
nom des protéines dans lesquelles il a été détecté pour la première fois (Per, period circadian 
protein; Arnt, Ah receptor nuclear translocator protein; Sim, single-minded protein). Les 
domaines PAS permettent la détection cytoplasmique de certains signaux tels que l’oxygène, 
la lumière, le potentiel redox ou la force protomotrice (Taylor & Zhulin 1999). Bien qu’ils 
soient associés à de nombreux types de protéines effectrices différentes (kinases, 
phosphodiestérases, facteurs de transcription) (Crosson et al., 2003), ils ont une structure 
tridimensionnelle conservée. Ils sont tous constitués de feuillets β formant une poche dans 
laquelle un co-facteur vient s’insérer, reliés par des hélices α (figure 21). La diversité des 
signaux détectés par ces domaines PAS pourrait être expliquée par le fait qu’ils sont capables 
de fixer de nombreux co-facteurs différents tels que la protoporphyrine IX (hème b) (Gilles-
Gonzalez & Gonzalez 2005) ou le FAD (Taylor 2007). Le domaine PAS de RcsC est putatif, 
en effet, il n’est pas annoté comme tel dans toutes les bases de données mais sa présence 
suggère que RcsC puisse percevoir des signaux cytoplasmiques.  
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Figure 23. Structure tertiaire du domaine RcsCABL d’E. coli. A. Représentation tridimensionnelle. La 
structure de droite est obtenue par rotation de 90°C autour de l’axe. B. Représentation schématique du 
repliement du domaine ABL. Les feuillets β sont représentés par des triangles et les hélices α par des 
cercles. D’après Rogov et al., 2006.
B.
Figure 22. Structure tertiaire du domaine RcsCPR d’E. coli. A. Représentation tridimensionnelle. La 
structure de droite est obtenue par rotation de 90°C selon l’axe des abscisses. Le dipeptide Asp831-
Asp832 (en gris) et l’aspartate phosphorylable Asp875 (en rose) sont indiqués. B. Représentation 
schématique du repliement du domaine RcsPR. Les feuillets β sont représentés par des triangles et les 
hélices α par des cercles. D’après Rogov et al., 2006; 2008. 
A. B.
A.
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Le domaine Histidine-Kinase (HK) classique est centré sur l’histidine conservée 479 (H1). La 
mutation de cette histidine en glutamine (non phosphorylable), abolit l’activation des gènes 
cps lors de l’activation du système (Clarke et al., 2002).  
Le domaine receveur de phosphate (D1 ou PR) présente un aspartate conservé en position 
875 (D1) (Clarke et al., 2002). La présence d’un domaine receveur de phosphate C-terminal 
fait de RcsC un senseur à l’organisation unique chez E. coli. En effet, les quatre autres 
senseurs complexes d’E. coli possèdent un domaine H2 additionnel en aval du domaine D1. 
Seuls deux autres senseurs bactériens possèdent une structure similaire : VirA chez 
Agrobacterium tumefaciens et LuxN chez Vibrio harveyi (Rogov et al., 2006). La structure du 
domaine RcsCPR ressemble à celle d’un domaine receveur (D1), caractéristique de la 
superfamille CheY, à savoir une alternance de feuillets β (5) et d’hélices α (5) adoptant une 
structure en fagot où les cinq feuillets β sont entourés des cinq hélices α (figure 22). Ce 
domaine est nécessaire à la phosphorylation du domaine RcsDHPt. Plusieurs études 
démontrent l’existence d’une interaction physique entre les protéines RcsC et RcsD (Rogov et 
al., 2004; 2006; 2008). Elle est majoritairement due aux domaines RcsCPR phosphorylé sur 
l’aspartate 875 et RcsDHPt. La phosphorylation de RcsCPR induit des changements de 
conformation aux alentours de l’aspartate 875, rendant le domaine RcsCPR 5 à 10 fois plus 
affin pour RcsDHPt qu’en absence de phosphorylation (KD ~20 à 40mM contre ~200µM) 
(Rogov et al., 2004; 2008). Le domaine RcsCPR semble avoir une autre fonction, celle 
d’inhiber l’autophosphorylation du domaine HK. En effet, in vivo, une protéine RcsC entière 
n’est pas capable de s’autophosphoryler, alors que la version tronquée du domaine receveur 
D1 l’est (Takeda et al., 2001). On peut imaginer qu’en absence de signal, le domaine RcsCPR 
soit replié au contact du domaine HK, empêchant l’autophosphorylation. La perception d’un 
signal induirait un changement de conformation suffisant pour permettre cette 
autophosphorylation (Rogov et al., 2008). 
L’analyse par RMN du « linker » entre le domaine HK et le domaine PR a mis en 
évidence un quatrième domaine (ABL, pour Alpha-Beta Loop) entre les acides aminés 704 et 
802 (Rogov et al., 2006). Sa structure est légèrement différente de celle du domaine RcsCPR, 
les cinq feuillets β étant entourés de deux hélices α d’un côté et de trois boucles de l’autre (au 
lieu de trois hélices alpha), conduisant à la dénomination ABL pour α-β loop (figure 23). En 
plus de l’absence de trois hélices alpha, le domaine ABL ne possède pas les acides aminés 
critiques pour la fixation d’un groupement phosphoryl, rendant peu probable que le domaine 
ABL soit une étape du phosphorelais (figure 24) (Rogov et al., 2006). Trois fonctions sont 
envisageables pour le domaine RcsCABL : (i) malgré les arguments avancés précédemment, un  
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Figure 25. Alignement de séquence des domaines RcsCABL de huit espèces d’Entérobactéries. 
1: Séquence d’ E. coli K12 (SwissProtID : P14376); 2: Shigella flexneri (Q83KD1); 3: Salmonella 
paratyphi-a (Q5PCN7); 4: Erwinia carotovora (Q6D7X3); 5: Yersinia pestis (Q8ZGR4); 6: 
Sodalis glossinidius (Q2NSL9); 7: Photorhabdus luminescens (Q7N2M7); 8: Proteus mirabilis
(O85663). Le degré d’identité (en % par rapport à RcsCABL d’E.coli) est indiqué à droite de chaque 
séquence; l’identité globale ainsi que les acides aminés conservés sont notés en gras; les résidus 
hydrophobes conservés au sein des hélices sont surlignés en gris. D’après Rogov et al., 2006.
Figure 24. Alignement des domaines RcsCABL et RscCPR d’E. coli selon leurs éléments de structure 
secondaire. Les résidus impliqués dans la phosphorylation sont encadrés, parmi eux, seul l’aspartate 
phosphorylable est conservé dans le domaine RcsCABL. Le pourcentage global de conservation est indiqué 
en gras à droite des séquences.
ABL
PR
ABL
PR
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rôle dans le transfert de phosphate ne peut être totalement exclu. En effet, l’aspartate en 
position 750, conservé chez huit domaines RcsCABL alignés (figure 25), présente une 
localisation similaire à celle de l’aspartate des domaines receveurs standards (D1) (ii) le 
domaine ABL de RcsC pourrait potentialiser le transfert entre H1 et D1 au sein de RcsC ou 
entre D1 de RcsC et le domaine HPt de RcsD (iii) le domaine ABL pourrait représenter un 
site de fixation pour des protéines modulant le transfert du groupement phosphoryl ou 
favoriser les communications croisées avec d’autres phosphorelais. La recherche de séquences 
homologues au domaine ABL de RcsC d’E. coli est en faveur d’un rôle structural. Il n’existe 
de similarités (≥25%) que chez huit autres espèces d’entérobactéries (figure 25) et 
l’alignement des huit domaines ABL ne révèle qu’une faible conservation de séquence (6%), 
ce qui n’est pas le cas pour les domaines HK et PR qui sont conservés à plus de 60% chez ces 
huit organismes (NCBI-Blast). 
 
Comme beaucoup de senseurs, RcsC est un senseur bifonctionnel, i.e capable de 
phosphoryler mais aussi de déphosphoryler son régulateur de réponse (Clarke et al., 2002; 
Alves & Savageau 2003; Igoshin et al., 2008). Pour ces senseurs bifonctionnels, l’état 
d’activation du phosphorelais est fonction du rapport activité kinase/activité phosphatase du 
senseur. L’activité phosphatase de RcsC, prépondérante en absence de signal, induirait un 
phosphorelais inversé, de RcsB, vers RcsD, au domaine RcsCPR, pour finalement hydrolyser 
le groupement phosphoryl associé au domaine RcsCPR en phosphate inorganique. Ce 
processus n’implique pas l’histidine du domaine H1(Clarke et al., 2002). RprA est un petit 
ARN non codant potentialisant la traduction de rpoS, dont la transcription est régulée 
positivement par RcsB (Majdalani et al., 2002). Dans une souche délétée pour rcsC (ou rcsD), 
l’expression d’une fusion rprA::lacZ est augmentée par rapport à une souche sauvage 
(Majdalani et al., 2002; 2005), en accord avec la perte de l’activité phosphatase de RcsC 
permettant le maintien d’un pool basal de RcsB~P. Un ensemble de données indique en effet 
que RcsB est phosphorylable par d’autres voies telles que les petites molécules donneuses de 
phosphate comme l’Acétyl-phosphate (Fredericks et al., 2006; Castanié-Cornet et al., 2007). 
La mutation ponctuelle rcsC137 entraîne une forte augmentation de l’expression de gènes cps 
de synthèse de la capsule, également positivement régulés par RcsB. Cet allèle est récessif par 
rapport à l’allèle sauvage rcsC, suggérant une perte de fonction (Brill et al., 1988). La 
mutation est une substitution de l’alanine 888 du domaine PR par une valine (A888V) 
(Majdalani et al., 2005), impliquant une activité phosphatase dépendante du domaine PR. 
L’observation que la mutation rcsC137 peut être complémentée par un mutant rcsC H479Q 
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Figure 26. Le gène rcsD et son produit. A. Organisation des gènes rcsCDB au locus 
50min. B. Représentation schématique des différents domaines de RcsD. Les limites des 
domaines sont celles données par SwissProt (P39838). L’histidine phosphorylable H2 du 
domaine HPt est en position 842.
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Figure 27. Structure tertiaire du domaine RcsDHPt. La structure de droite a été obtenue 
après rotation de 90°C autour de l’axe des abscisses. L’histidine phosphorylable 842 est 
indiquée. D’après Rogov et al., 2008.
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(muté sur l’histidine conservée du domaine HK et qui a donc perdu son activité kinase) mais 
pas par un mutant rcsC D875Q (muté sur l’aspartate conservée du domaine PR) va dans ce 
sens. En accord avec cette hypothèse, le domaine D1 seul complémente la mutation rcsC137 
(Clarke et al., 2002). Néanmoins, l’explication du phénotype rcsC137 par une perte de 
fonction phosphatase n’est pas complètement satisfaisante et mérite d’être étudiée de manière 
plus approfondie. 
 
A l’heure actuelle, on ne connaît ni la nature moléculaire des signaux, ni la manière dont 
ils sont perçus par RcsC (c.f paragraphe portant sur les signaux activateurs), ni le mécanisme 
de leur transduction aux domaines cytoplasmiques du senseur. 
 
I.2 RcsD 
 
La protéine RcsD, initialement appelée YojN, est essentielle à la voie de signalisation Rcs 
(Takeda et al., 2001). Elle est codée par le gène rcsD situé à 49.83 minutes sur le 
chromosome d’E. coli, juste en mont du gène rcsB avec lequel il est transcrit en opéron 
(figure 26A). C’est une protéine de 890 acides aminés avec un poids moléculaire théorique de 
100,4 kDa (SwissProt P39838), ancrée dans la membrane interne et majoritairement 
cytoplasmique (figure 26B).  
Dans les phosphorelais complexes, lorsque le domaine HPt n’est pas porté par le senseur, 
il est généralement retrouvé sous forme de protéine isolée constituée uniquement de ce 
domaine (Freeman & Bassler 1999; Oka et al., 2002). Dans le cas du système Rcs, 
l’intermédiaire de phosphorylation RcsD possède une structure de senseur dégénéré. En effet, 
en plus du domaine HPt, RcsD possède un domaine périplasmique s’étendant des résidus 43 à 
308, limité par deux domaines transmembranaires et suivi d’un domaine HK-like. Ce domaine 
est nommé ainsi car il possède une structure proche du domaine HK mais est non fonctionnel, 
notamment à cause de l’absence de l’histidine phosphorylable. Cette structure de senseur 
dégénéré, associée à l’existence d’interactions avec RcsC (Rogov et al., 2004; 2006; 2008) 
suggère que RcsC et RcsD puissent fonctionner sous forme d’hétérodimère (Takeda et al., 
2001). Il n’existe à ce jour aucune évidence de la perception de signaux par RcsD via son 
domaine périplasmique, néanmoins la possibilité que RcsD soit, en plus de son implication 
dans le phosphorelais une voie additionnelle de perception de signaux par le système Rcs est à 
considérer. La surproduction de RcsD est d’ailleurs capable d’activer le système Rcs chez Y. 
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Figure 28. Le gène rcsB et son produit. A. Organisation des gènes rcsCDB au locus 50min.
B. Représentation schématique des différents domaines de RcsB. Les limites des domaines 
sont celles données par SwissProt (P69407). L’aspartate phosphorylable D2 du domaine 
receveur est en position 56.
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pseudotuberculosis par exemple, résultant en une meilleure capacité d’invasion des cellules 
de mammifères (Hinchliffe et al., 2008). 
Le domaine HPt joue l’intermédiaire phosphorylé entre le domaine D1 du senseur RcsC et 
le domaine D2 du régulateur de réponse RcsB. Ceci a été démontré (i) in vivo en mutant 
notamment l’aspartate conservé du domaine D1 de RcsC (Clarke et al., 2002) (ii) in vitro, par 
l’observation que le domaine HPt isolé phosphorylé par le senseur non partenaire ArcB, peut 
phosphoryler directement RcsB (Takeda et al., 2001). La structure du domaine HPt a été 
déterminée par RMN (Rogov et al., 2004). Il se compose de cinq hélices α (I à V) dont quatre 
adoptent la configuration typique des différents domaines HPt connus, à savoir une structure 
en fagot (figure 27). Cette structure est la même que celle adoptée par le domaine HK 
lorsqu’il est sous forme de dimère. Le domaine RcsDHPt interagit avec le domaine RcsCPR~P 
pour lequel il possède une forte affinité (KD ~ 20 à 40µM) (c.f avant et Rogov et al., 2006; 
2008). Il interagit également avec le domaine receveur de RcsB avec un KD de 40µM. Le 
domaine HPt de RcsD est essentiel pour le phosphorelais mais pas suffisant. En effet, ni un 
mutant rcsD H842 (site de phosphorylation), ni le domaine HPt sauvage seul ne peuvent 
complémenter un mutant nul rcsD (Takeda et al., 2001), démontrant l’importance du reste de 
la protéine. Ce résultat va dans le sens de la formation d’un hétérodimère RcsC-RcsD suite à 
la perception d’un signal, la dimérisation mettant en jeu les domaines RcsCHK et RcsDHK-like. 
Il est à noter, à l’appui de cette hypothèse, que le plus proche iso-orthologue de RcsD est 
RcsC, suggérant la possibilité d’une duplication ancestrale ayant donné naissance à RcsC et à 
RcsD (NCBI, BlastP). 
 
I.3 RcsB 
 
La protéine RcsB est le régulateur de réponse du système Rcs. Le gène rcsB est situé 
immédiatement en aval du gène rcsD avec lequel il est transcrit en opéron (figure 28A). Il 
possède également son propre promoteur, localisé dans la phase codante de rcsD (Takeda et 
al., 2001). Il code pour une protéine cytoplasmique de 216 acides aminés et de 23,7 kDa 
(SwissProt P69407). RcsB présente deux domaines fonctionnels distincts : un domaine 
receveur (D2) dans sa partie N-terminale et un domaine effecteur de liaison à l’ADN dans sa 
partie C-terminale, grâce auquel elle agit comme un régulateur transcriptionnel (figure 28B). 
Le domaine receveur contient un aspartate conservé en position 56 qui, par analogie avec 
d’autres domaines receveurs, serait le siège de la phosphorylation. Dans ce sens, un mutant 
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Figure 30. Séquence protéique de RcB. Le domaine HTH est surligné en jaune. Les deux hélices 
supposées contacter l’ADN (α8 et α9) sont encadrées en vert.  Les acides aminés importants pour la 
reconnaissance de l’ADN sont soulignés en rouge. 
Figure 29. Le domaine effecteur de RcsB. A. Structure tertiaire du domaine effecteur de 
RcsB. Les hélices α sont numérotées de 6 à 10, en accord avec la nomenclature employée pour 
NarL. B. Superposition des structures des domaines C-terminaux de RcsB (gris foncé), NarL 
(gris clair) et GrpE (gris moyen). D’après Pristovsek et al., 2003.
A. B.
α8
α9
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rcsBD56N dans lequel cet aspartate est remplacé par une asparagine n’active plus la 
transcription in vivo. Au contraire, la substitution de cet acide aminé par un glutamate rend 
RcsBD56E constitutivement active (Gupte et al., 1997). Ces résultats sont en accord avec ceux 
observés chez d’autres régulateurs de réponse lors de la substitution de l’aspartate 
phosphorylable par une asparagine ou un glutamate, par exemple : NtrCD54 de S. Typhimurium 
et d’E. coli (Klose et al., 1993; Moore et al., 1993), CtrAD51 de Caulobacter crescentus 
(Domian et al., 1997), OmpRD55 d’E. coli (Lan & Igo 1998), AlgRD54 de Pseudomonas 
aeruginosa (Whitchurch et al., 2002), RcaCD51 de Fremyella diplosiphon (Li & Kehoe 2005), 
VirGD52 d’Agrobacterium tumefaciens, (Gao et al., 2006). 
Le domaine effecteur de la protéine RcsB est un domaine de fixation à l’ADN appartenant 
à la sous-famille de régulateur de réponse de type NarL (Baikalov et al., 1996). Celle-ci 
regroupe des régulateurs de réponse d’environ 220 acides aminés présentant un motif de 
liaison à l’ADN de type Hélice-Tour-Hélice (HTH) et fonctionnant avec l’ARN polymérase 
associée au facteur σ70 de ménage (Pao & Saier 1995; Baikalov et al., 1996; 1998). Les sites 
de fixation à l’ADN des régulateurs de réponse de type NarL sont des doublets d’heptamères 
où deux monomères de NarL peuvent venir se fixer de façon symétrique (Xiao et al., 2002). 
Le co-cristal NarL-ADN a été obtenu, prouvant l’homodimérisation du régulateur de réponse 
lors de sa fixation à l’ADN (Maris et al., 2002). Par analogie avec NarL il est probable que la 
forme RcsB~P se fixe sur l’ADN sous forme d’homodimère. En accord avec cette hypothèse, 
une étude par RMN menée chez Erwinia amylovora a déterminé la structure du domaine C-
terminal de RcsB (Pristovsek et al., 2003). Celle-ci se compose de 5 hélices α (α6 à α10, en 
accord avec la numérotation des hélices de NarL) (figure 29A). Le motif HTH de liaison à 
l’ADN est formé par les hélices α8 et α9, maintenues par l’hélice α7. L’hélice α10 complète 
le cœur hydrophobe du domaine. Une superposition des structures tridimensionnelles de 
RcsB, NarL et d’un autre régulateur apparenté, GrpE (figure 29B) montre que l’organisation 
spatiale des hélices est très conservée malgré une faible similarité de séquence (<20%). 
L’étude par RMN de l’interaction du domaine C-terminal de RcsB avec l’ADN a mis en 
évidence certains acides aminés clé : Lys-153, Val-158, Leu-168, Thr-170, Arg-177, Ser-178, 
Ile-179, Thr-181, et Ile-182. La plupart des ces résidus sont situés au niveau du motif HTH ou 
dans l’hélice α7. Sept d’entre eux (RSIKTIS) sont situés dans l’hélice α9 (ou dans le linker 
entre les hélices α8 et α9), proposée pour être responsable de la reconnaissance de l’ADN 
(figure 30). La structure globale du domaine C-terminal ne montre aucune modification lors 
de l’interaction avec l’ADN (Pristovsek et al., 2003). 
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Figure 31. Boîtes RcsB vs RcsAB d’E. coli A. Alignement des boîtes RcsB connues. Les trois 
nucléotides conservés sont surlignés. B. Alignement des boîtes RcsAB connues, il n’existe aucune 
différence notable de séquence avec les boîtes RcsB. 
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Figure 32. Positionnement des boîtes RcsB ou RcsAB par rapport au promoteur. Les boîtes RcsB sont 
situés immédiatement en amont de l’hexamère -35 (boîte verte foncée) et font toute l’objet d’une 
activation par RcsB (symbolisée par un +). Dans les cas des boîtes RcsAB, elles se situent plus en amont 
du promoteur dans le cas d’une activation (+) ou immédiatement en aval dans le cas d’une répression (-). 
En vert foncé, boîte -35; en vert clair, boîte -10 du promoteur.
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Une partie des cibles du système Rcs est régulée par RcsB indépendamment de son 
cofacteur RcsA. Dans ce cas, la séquence ADN reconnue par RcsB est appelée « boîte 
RcsB ». Elle se compose de 14 nucléotides répartis en deux hémi-sites inversés 
imparfaitement répétés (Wehland & Bernhard 2000) avec seulement trois bases très 
conservées : GA (5N) C (figure 31). Pour les cibles impliquant RcsA, la séquence ADN 
reconnue est appelée « boîte RcsAB ». Les boîtes RcsAB ne présentent aucune différence de 
séquence avec les boîtes RcsB (figure 31). En revanche, leur position par rapport au 
promoteur diffère : les boîtes RcsB sont situées à proximité du promoteur, immédiatement en 
amont de l’hexamère -35 alors que les boîtes RcsAB sont situées plus à distance, soit en 
amont dans le cas d’une activation (~100 paires de bases), soit immédiatement en aval du 
point +1 de transcription dans le cas d’une répression (figure 32). La mécanistique de 
reconnaissance des boîtes Rcs soulève encore beaucoup de questions à l’heure actuelle 
d’autant que mes travaux de thèse ont mis en évidence une troisième catégorie de cibles Rcs, 
strictement dépendantes de RcsB et du régulateur central de la résistance à l’acidité chez E. 
coli, GadE (c.f Résultats chapitre1). Dans ce dernier cas, RcsB agit indépendamment du 
phosphorelais RcsFCD et de RcsA. 
 
I.4 RcsA 
 
Le gène rcsA est situé à 43.58 minutes sur le chromosome d’E. coli, i.e à distance du locus 
50 min et des gènes rcsC, rcsD et rcsB. Il code pour une protéine de 207 acides aminés et de 
23.5 kDa (SwissProt P69405). Sa partie N-terminale ne présente aucun homologue dans les 
bases de données. En revanche, sa partie C-terminale possède, comme RcsB, un domaine 
HTH de liaison à l’ADN de la sous-famille NarL (Stout et al., 1991).  
Le rôle et le mode d’action de la protéine RcsA seront évoqués plus en détail à l’occasion 
de l’étude de la régulation du gène rcsA (c.f Résultats, chapitre 2). 
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I.5 RcsF 
 
Le gène rcsF est situé à un locus différent de ceux des gènes rcsC/DB et rcsA, à 4.73 
minutes sur le chromosome d’E. coli. Il code pour une lipoprotéine de la membrane externe 
de 134 acides aminés et de 14 kDa (SwissProt P69411) (Castanié-Cornet et al., 2006).  
La protéine RcsF a été identifiée comme suppresseur, en multicopie, de la mutation ftsZ 
affectant la division cellulaire. Cette activité est connectée à l’activation des gènes cps de 
synthèse de la capsule, conséquence de l’activation de la voie RcsCDB par la surexpression 
de RcsF (Gervais & Drapeau 1992; Carballès et al., 1999). Différentes données de la 
littérature indiquent que RcsF agit en amont de RcsC. En effet, la surexpression de RcsF dans 
une souche rcsC n’est plus capable d’induire la synthèse de la capsule (Majdalani et al., 2002) 
alors que le mutant rcsC137 constitutivement actif active toujours la transcription des gènes 
rapporteurs en contexte rcsF (Majdalani et al., 2005). De plus, la plupart des signaux activant 
le système Rcs dépend d’un allèle rcsF fonctionnel (Hagiwara et al., 2003; Majdalani et al., 
2005; Castanié-Cornet et al., 2006). Son rôle serait donc de relayer les signaux 
environnementaux à RcsC. On ne sait pas comment RcsF perçoit le signal et le transduit à 
RcsC mais sa localisation périplasmique (figure 19) pourrait suggérer un contact direct entre 
les deux protéines. 
D’autres lipoprotéines dont la surexpression induit le système Rcs ont été décrites. C’est 
le cas de YpdI (Potrykus & Wegrzyn 2004) et de la chaperonne périplasmique spécifique des 
lipoprotéines de la membrane externe, LolA (Chen et al., 2001). Dans le cas de YpdI, 
l’activation du phosphorelais est indépendante de RcsF (l’expression des gènes cps en réponse 
à une surexpression de LolA dans une souche ΔrcsF n’a pas été testée). Ceci est également 
vrai lors de la surexpression d’une protéine de la membrane interne, DjlA (Castanié-Cornet et 
al., 2006), suggérant que la surexpression de protéines d’enveloppe de manière non spécifique 
puisse induire la voie Rcs. L’activation du système Rcs par la surproduction de RcsF pourrait 
donc être non spécifique, au contraire de la délétion de rcsF. En accord avec cette hypothèse, 
la délétion ΔdjlA indique que la protéine exerce une répression sur la voie RcsCDB, résultat 
contraire à l’activation du système Rcs observée lors de sa surproduction (Shiba et al., 2006). 
La délétion ΔypdI ne semble associée à aucun phénotype particulier (Potrykus & Wegrzyn 
2004), quant à ΔlolA, elle n’a pas été testée car c’est un gène essentiel. 
 53
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 33. Topologie putative de la protéine IgaA de S. Typhimurium. Les cinq domaines 
transmembranaires sont numérotés TM1 à TM5 par rapport à l’extrémité N-terminale. 
D’après Dominguez-Bernal et al., 2004.
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I.6 IgaA (YrfF) 
 
La première preuve de l’implication de IgaA dans la réponse Rcs a été découverte chez 
Salmonella enterica serovar Typhimurium (S. Typhimurium). Chez cet organisme, IgaA a été 
initialement identifiée lors de travaux sur les mécanismes d’atténuation de croissance dans les 
cellules non phagocytaires (Cano et al., 2001). Dans cette étude, les auteurs ont isolé un 
mutant incapable d’atténuer la croissance intracellulaire (nécessaire à la persistance), 
dénommé igaA pour intracellular growth attenuator. Ce mutant présentait également un 
phénotype mucoïde dû à la surproduction de capsule, suggérant une possible relation 
fonctionnelle entre IgaA et le système Rcs. En accord avec cette hypothèse, les suppresseurs 
de la mutation igaA étaient tous des mutations perte de fonction dans les gènes rcsC, rcsD ou 
rcsB (Cano et al., 2002; Costa et al., 2003). Une étude ultérieure a précisé la relation 
IgaA/système Rcs chez Salmonella : chez cet organisme, bien que le système Rcs soit 
impliqué dans les étapes tardives de la virulence (Detweiler et al., 2003), il doit être 
absolument réprimé lors des étapes précoces de l’infection, comme le montre l’atténuation de 
la virulence observée dans les souches où le système Rcs est suractivé (Mouslim et al., 2004; 
García-Calderón et al., 2005). Ce rôle répresseur essentiel est dévolu à IgaA et s’exerce de 
manière post-traductionnelle puisqu’ aucune variation de la quantité des protéines Rcs n’est 
visualisée entre une souche sauvage et une souche igaA (Domínguez-Bernal et al., 2004). 
Ainsi, en réprimant le système Rcs, IgaA aurait pour fonction l’ajustement constant de 
l’amplitude de la réponse Rcs. Très récemment, en étudiant l’effet d’une délétion igaA sur le 
système Rcs, Mariscotti and García-del Portillo (2008) ont montré que si 90% des clones 
ΔigaA présentaient la perte de la fonctionnalité du système Rcs par l’acquisition de mutations 
spontanées, il était toutefois possible d’obtenir des clones mucoïdes, suggérant que S. 
Typhimurium puisse conserver un système Rcs fonctionnel, même en absence de IgaA. Dans 
ces clones, les niveaux de RcsC et RcsD sont plus faibles que dans une souche sauvage et 
l’intensité de la réponse est diminuée soulignant l’importance du régulateur IgaA dans la 
stabilité et la fonctionnalité du système Rcs. De plus, la forte fréquence de suppresseurs de la 
mutation ΔigaA situés dans les gènes rcsC et rcsD comparés à ceux trouvés dans rcsB (la 
taille du gène étant prise en compte) suggère que IgaA module le transfert de phosphate entre 
RcsC et RcsD, contrôlant ainsi le niveau de signal passant au travers du phosphorelais.   
Le gène igaA est annoté yrfF chez E. coli ; il code pour une protéine de 711 acides aminés 
(SwissProt P45800). La protéine IgaA d’E. coli présente la même fonction de répression 
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Figure 34. Modèle de fonctionnement du système RcsCDB/FA d’E. coli. A. En absence de signal, 
c’est l’activité phosphatase de RcsC qui prédomine. RcsB peut être phosphorylé par de petites 
molécules donneuses de phosphate ou par du cross-talk et sa déphosphorylation catalysée par RcsCPR
suit le chemin inverse du phosphorelais (flèches pointillés noires) B. La perception du signal (éclair 
rouge) peut se faire par différentes voies d’entrée, aboutissant à la phosphorylation de RcsB et à son 
activation (c.f texte). ME, membrane externe; P, périplasme; MI, membrane interne.
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envers le système Rcs que IgaA de S. Typhimurium (Meberg et al., 2001; Majdalani, résultats 
non publiés). Les programmes de prédiction de domaines transmembranaires, de topologie et 
de localisation sub-cellulaire classent IgaA dans la catégorie des protéines de la membrane 
interne possédant quatre ou cinq domaines transmembranaires. La figure 33 présente la 
topologie la plus probablement adoptée par IgaA, à savoir deux boucles cytosoliques et une 
grande boucle périplasmique reliées par 5 domaines transmembranaires. On ne sait pas encore 
par quel moyen IgaA réprime le système Rcs mais sa localisation pourrait suggérer une 
interaction avec RcsC, empêchant soit la perception des signaux par le domaine senseur, soit 
la dimérisation de RcsC avec lui-même ou RcsD et donc le transfert du phosphate, en accord 
avec l’hypothèse proposée par Mariscotti and García-del Portillo (2008). IgaA n’est pas le 
seul exemple de protéine dédiée à réguler négativement un phosphorelais en particulier. Chez 
B. subtilis, deux protéines périplasmiques associées à la membrane, YycH et YycI, forment un 
complexe ternaire avec le domaine périplasmique d’YycG, le senseur HK du système 
essentiel YycG-YycF impliqué dans la synthèse de la paroi (Szurmant et al., 2007). Cette 
interaction inhibe l’activité auto-kinase du senseur. Les gènes yycH et yycI appartiennent au 
même opéron que les gènes codant pour le phosphorelais. Leur mutation, comme la 
surexpression du régulateur de réponse YycF, entraîne des altérations de la paroi bactérienne, 
démontrant l’importance physiologique du contrôle négatif que les protéines YycH et YycI 
exercent sur YycG. 
 
Au vu des différentes données et hypothèses développées ci-dessus, le fonctionnement de 
la voie de transduction Rcs pourrait être schématisé selon le modèle suivant (figure 34) : 
 
(i) La perception du signal environnemental est majoritairement due à la lipoprotéine 
RcsF qui le relaie au senseur RcsC, probablement au niveau de son domaine périplasmique. 
La manière dont RcsF transduit ce signal n’est pas connue. Néanmoins, il ne faut pas exclure 
la perception directe de signaux par RcsC, soit par son domaine périplasmique, soit par son 
domaine PAS, soit par l’interaction avec d’autres protéines (X) au niveau de son domaine 
ABL par exemple. Il existe au moins deux situations pour lesquelles RcsF n’est pas impliqué 
dans la perception du signal par RcsC : la surexpression de la chaperon-like protein DjlA et de 
la lipoproteine YpdI.  
 
(ii) Suite à la perception de ce signal, le senseur hybride RcsC subit un changement de 
conformation, s’affranchissant de l’inhibition allostérique exercée par IgaA et libérant son 
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domaine Histidine-Kinase (H1) de l’inhibition exercée par le domaine receveur (PR ou D1). 
RcsC peut ainsi se transphosphoryler. Il n’est pas clair si la formation de l’homodimère 
nécessaire à la transphosphorylation est consécutive à la perception du signal ou est 
constitutive. Le mécanisme par lequel la perception du signal est transduit à la partie 
cytoplasmique du senseur reste encore à déterminer. 
 
(iii) Le domaine RcsCPR~P interagit avec le domaine HPt de RcsD afin de lui 
transmettre son groupement phosphoryl. 
 
(iv) RcsDHPt~P interagit avec le domaine receveur N-terminal du régulateur de 
réponse RcsB et lui transmet son groupement phosphoryl, induisant un changement de 
conformation de RcsB pour une conformation active. RcsB agit sous forme d’homodimère ; le 
rôle de la phosphorylation dans cette dimérisation n’est pas connu. 
 
(v) RcsB~P en synergie avec l’ARN-Polymérase va alors pouvoir se fixer sur ses 
gènes cibles (RcsA-indépendants) pour réguler leur transcription. 
 
(vi) Lorsque le signal disparaît, le phosphorelais suit le chemin inverse, catalysé par la 
fonction phosphatase du senseur bifonctionnel RcsC ; la répression de l’activité kinase par 
IgaA et par le domaine D1 est restaurée. 
 
(vii) Une voie alternative d’activation de RcsB passe par RcsA, probablement activé 
par d’autres signaux que ceux perçus par RcsF et RcsC. RcsA agirait sous forme 
d’hétérodimère avec RcsB pour réguler la transcription d’autres cibles, dites RcsA-
dépendantes. Parmi ces cibles, on trouve le gène rcsA lui-même, ajoutant un niveau de 
complexité au système et soulevant la question du rôle de cette autorégulation dans le 
développement de la réponse Rcs (étudiée dans le chapitre 2 des résultats). 
 
(viii) Une autre voie d’activation de RcsB a été mise en évidence lors de mes travaux de 
thèse qui n’implique ni le phosphorelais RcsFCD, ni RcsA. Dans ce cas, c’est l’activité basale 
de RcsB qui est mise en jeu, une activité due à la forme non phosphorylée de RcsB ou à un 
niveau basal de phosphorylation de la protéine, due à du cross-talk ou à des petites molécules 
donneuses de phosphate comme l’acétyl-phosphate. Cette activité basale, en synergie avec le 
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régulateur central de la réponse acide glutamate-dépendant GadE, module l’expression des 
gènes de résistance à l’acidité. 
 
 
II. Conservation et évolution du système Rcs 
 
II.1 Conservation des protéines Rcs 
 
D’après Huang et ses collaborateurs (Huang et al., 2006), le système Rcs serait exclusif 
aux entérobactéries. Des gènes homologues à rcsC, rcsD, rcsB, rcsA et rcsF sont retrouvées 
chez E. coli, Shigella spp, S. Typhi et Typhimurium, Klebsiella pneumoniae, Photorhabdus 
luminescens, Proteus mirabilis, Yersinia spp et Erwinia spp. Une étude menée dans notre 
laboratoire en collaboration avec l’équipe de G. Fichant (bioinformatique) va dans ce sens 
(Elodie Darbo, résultats non publiés). La recherche d’iso-orthologues (issus d’un événement 
de spéciation unique) des gènes rcsC, rcsD, rcsB, rcsA et rcsF d’E. coli K12 montre que 22 
organismes possèdent des iso-orthologues des protéines RcsF, RcsC et RcsB. 18 d’entre eux 
présentent le système Rcs complet, quatre semblent dépourvus de protéine RcsA et deux 
souches de Y. pestis ne paraissent posséder aucun iso-orthologue de RcsD. De plus, certaines 
protéines annotées présentent un taux de similarité si faible qu’un doute subsiste quant à leur 
fonctionnalité. C’est le cas de la protéine annotée RcsA chez P. luminescens qui ne présente 
que 26% d’identité avec RcsA d’E. coli K12 (notée RcsAEC dans la suite de ce paragraphe). 
Notons que chez Y. pseudotuberculosis,  il existe une protéine RcsA fonctionnelle présentant 
pourtant un faible taux de similarité avec RcsAEC (<25%). Chez Y. pestis, qui a évolué à partir 
de Y. pseudotuberculosis, il a récemment été montré que rcsA est un pseudogène, traduisant la 
perte de la protéine lors de l’évolution (Sun et al., 2008). Il en va de même pour E. carotovora 
chez qui aucune protéine RcsA n’a pu être identifiée, bien que des homologues soient 
retrouvés chez E.  amylovora et stewartii (Huang et al., 2006). 
La protéine YrfF d’E. coli (IgaA) est conservée chez les 22 organismes où le système Rcs 
est retrouvé (NCBI-Blast). Le pourcentage d’identité est toujours compris entre 50% et 100%, 
sauf pour P. luminescens et P. mirabilis chez qui il n’est que de 40%. Inversement, aucun 
homologue à YrfF n’est retrouvé chez les organismes dépourvus de système Rcs 
(Domínguez-Bernal et al., 2004). Cette observation associée aux données génétiques sur IgaA 
présentées précédemment, supportent l’hypothèse que le système Rcs soit la raison d’être de 
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YrfF. Les résultats concernant la recherche d’iso-orthologues au-delà des entérobactéries sont 
très préliminaires. Certains génomes bactériens appartenant aux β- ou γ-protéobactéries et aux 
Spirochètes possèdent les gènes rcsC et/ou rcsB. Deux cas ont été étudiés plus avant : 
Ralstonia solanacearum et Burkholderia mallei. R. solanacearum possède, sur son plasmide, 
un iso-orthologue de rcsC en divergence avec un gène annoté rcsB codant pour une protéine 
présentant une forte identité de séquence avec RcsBEC. L’analyse de RcsC de R. 
solanacearum montre la présence, en plus des domaines H1 et D1, d’un domaine HPt en C-
terminal, expliquant sans doute l’absence d’homologue à RcsD chez cet organisme. B. mallei 
possède un iso-orthologue de RcsB, en opéron avec un gène codant pour une histidine-kinase 
hybride. L’analyse de cette séquence protéique révèle qu’elle est iso-orthologue à RcsC des 
Shigella et orthologue (issu de plusieurs événements de spéciation) à RcsC d’E. coli. 
Cependant, cette protéine ne semble pas posséder de domaine senseur, à moins qu’il s’agisse 
d’une erreur d’annotation. De plus, elle possède 150 acides aminés en aval du domaine D1. Il 
pourrait s’agir d’un domaine HPt, comme pour R. solanacearum (Darbo et al., non publié).  
De plus amples recherches s’avères nécessaires mais nos résultats préliminaires 
suggèrent que le système Rcs n’est pas restreint aux Entérobactéries. 
 
II.2 Evolution du système Rcs 
 
La présence d’iso-orthologues de RcsB et RcsC dans des espèces éloignées suggère 
l’existence d’un ancêtre commun entre les Entérobactéries et les autres familles. Le 
recrutement de RcsB par RcsC se serait passé durant la période matérialisée par la branche 
séparant les deux groupes. Le séquençage et l’annotation d’autres espèces possédant le 
système Rcs pourraient apporter des précisions sur l’acquisition des protéines RcsD, RcsA et 
RcsF. En effet, ces protéines semblent avoir co-évolué et avoir été acquises durant la période 
matérialisée par cette même branche. Quoiqu’il en soit, le système Rcs tel qu’on le connaît 
aujourd’hui, semble avoir émergé à partir d’un ancêtre commun des Entérobactéries (Darbo et 
al., non publié). 
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III. Les cibles du système Rcs 
 
Le système Rcs a initialement été identifié comme le régulateur positif des gènes cps de 
synthèse de la capsule d’acide colanique chez E. coli (Gottesman et al., 1985). A l’heure 
actuelle, selon les études, le système Rcs régulerait de 2 à 3% du génome d’E. coli (Hagiwara 
et al., 2003; Ferrières & Clarke 2003; Erickson & Detweiler 2006 ; Francez-Charlot thèse 
2005). 40 % de ces cibles sont impliqués dans la composition de l’enveloppe ou le trafic à 
travers elle, suggérant que le système Rcs contribue à la modification de la surface 
bactérienne en réponse à des changement environnementaux. Parmi les 60% de cibles 
restants, 40 % sont de fonction inconnue, le reste étant impliqué dans diverses fonctions 
cellulaires. La nature différente des cibles suggère un rôle de régulateur global du système 
Rcs. 
 
III.1 Le régulon Rcs chez E. coli 
 
Les gènes cibles du système Rcs sont divisés en deux catégories selon qu’ils sont régulés 
par RcsB seul ou par l’hétérodimère RcsAB. Les cibles RcsA-dépendantes identifiées chez E. 
coli sont peu nombreuses : les gènes de synthèse de l’acide colanique cps (Stout & Gottesman 
1990), l’opéron yjbEFGH responsable de la synthèse d’exopolysaccharide (EPS) (Ferrières et 
al., 2007), l’opéron flhDC, codant pour le régulateur maître de la synthèse des flagelles 
(Francez-Charlot et al., 2003 ; pour revue, voir Francez-Charlot et al.,, 2005), les deux 
opérons de synthèse des curli csgBA et csgDEFG (Vianney et al., 2005) et enfin, le gène rcsA, 
qui s’autorégule positivement (Ebel & Trempy 1999). Les opérons flh et csg sont régulés 
négativement par l’hétérodimère RcsAB, les autres cibles sont activées. Parmi les cibles 
RcsA-indépendantes identifiées chez E. coli, se trouvent notamment les gènes ftsAZ essentiels 
à la division cellulaire (Carballès et al., 1999), le gène osmorégulé bdm dont l’expression est 
diminuée lors de la formation des biofilms (Francez-Charlot et al., 2005), le gène rprA codant 
pour un ARN stimulateur de la traduction du facteur général de stress σS (Majdalani et al., 
2001; 2002) ainsi que d’autres gènes régulés par σS tels que osmC, osmB et katE (Tanaka et 
al., 1997; Bouvier et al., 1998; Boulanger et al., 2005). Le fait que ces gènes soient régulés à 
la fois par RcsB et σS suggère qu’il puisse exister une interaction fonctionnelle entre le 
phosphorelais Rcs et le facteur σS bien que l’implication d’une telle interaction ne soit pas 
encore comprise. 
 61
III.2 Cas particulier de l’autorégulation 
Le système Rcs régule les gènes codant pour ses propres composants : rcsC (MP. 
Castanié-Cornet, communication personnelle), rcsB (voir Gottesman, 1995) et rcsA  (Ebel & 
Trempy 1999), ajoutant un niveau de complexité supplémentaire au phosphorelais. 
Des exemples d’autorégulation positive ont été décrits : BvgA-BvgS chez Bordetella 
spp (Scarlato et al., 1990); PhoP-PhoQ chez Salmonella spp (Soncini et al., 1995) et son 
équivalent MisR-MisS chez Nesseria meningitidis (Tzeng et al., 2006); CpxAR chez E. coli 
(De Wulf et al., 1999). Une justification possible de l’existence d’une telle amplification de la 
réponse pourrait être d’éviter à la bactérie de mettre en œuvre un processus cellulaire coûteux 
en énergie lorsque ce n’est pas nécessaire. En effet, le niveau élevé de régulateur de réponse 
phosphorylé nécessaire pour initier la réponse ne serait atteint qu’après amplification du 
système de transduction du signal et donc si le signal persiste (Raivio et al., 1999). Une 
deuxième hypothèse serait que cette amplification permette une expression temporelle des 
cibles, celles à hautes affinité pour la fixation du régulateur étant plus précocement régulées 
comme pour le système BvgAS de Bordetella spp (Williams & Cotter 2007). Ceci permettrait 
d’obtenir une réponse différente suivant la sévérité du stress. grâce à des sites d’affinité 
différente au niveau des promoteurs de ses gènes cibles, le système BvgAS contrôle au moins 
trois phases phénotypiques différentes : Bvg−, Bvgi, and Bvg+. Dans le cas du système PhoP-
PhoQ chez Salmonella spp, l’autorégulation du régulateur PhoP est absolument nécessaire au 
pic initial d’expression des gènes cibles et à la virulence de Salmonella (Shin et al., 2006). 
 
III.3 Rôles du système Rcs chez E. coli et chez les autres Entérobactéries 
Conservé chez plusieurs γ-protéobactéries, dont des pathogènes et des symbiotes, le 
système Rcs module la virulence chez Salmonella (Domínguez-Bernal et al., 2004; Mouslim 
et al., 2004; García-Calderón et al., 2005; Erickson & Detweiler 2006; Wang et al., 2007), 
chez Yersinia (Venecia & Young 2005; Hinchliffe et al., 2008), chez les EHEC (Entero 
Hemorrhagic Escherichia coli, Tobe et al., 2005) et chez les phytopathogènes Erwinia 
amylovora (Bereswill & Geider 1997) et Pectobacteruim carotovorum ssp carotovorum 
(Andresen et al., 2007). 
Chez Salmonella, il a d’abord été observé que l’activation du système Rcs avait un effet 
négatif sur la virulence (Domínguez-Bernal et al., 2004; Mouslim et al., 2004), en partie à 
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cause de la surproduction d’acide colanique (García-Calderón et al., 2005). Des études plus 
récentes prouvent que le système Rcs est indispensable à la persistance de l’infection mais de 
manière RcsA-indépendante (Erickson & Detweiler 2006; Wang et al., 2007). Ainsi, selon 
l’étape de l’infection – précoce ou tardive – le système Rcs joue un rôle opposé sur la 
virulence de ce pathogène selon qu’il ait recours ou non au co-facteur accessoire RcsA.  Chez 
Y. enterolitica et pseudotuberculosis, les mutations rcsC::Kan et rcsD::Kan ont un effet 
négatif sur l’adhésion et l’invasion de cellules épithéliales humaines. Inversement, la 
surproduction de RcsD augmente le pouvoir pathogène de ces organismes (Hinchliffe et al., 
2008). Chez les EHEC, RcsB régule la virulence en modulant la transcription du LEE (Locus 
d’Effacement des Entérocytes). Le LEE code pour des déterminants de virulence permettant 
l’adhésion et donc l’invasion des cellules épithéliales intestinales par le pathogène. En 
conditions de non activation, RcsB réprime la transcription du LEE via la répression d’un 
activateur transcriptionnel de ce locus, PchA. En revanche, l’activation du système Rcs a un 
effet positif sur la transcription du LEE, via l’activateur transcriptionnel GrvA (Tobe et al., 
2005). Chez E. amylovora, la délétion de rcsB induit l’avirulence (Bereswill & Geider 1997), 
démontrant l’essentialité du système Rcs pour la virulence. Chez P. carotovorum ssp 
carotovorum, les mutations des gènes rcsC, rcsD et plus particulièrement rcsB, augmentent la 
production de facteurs de virulence. La mutation rcsF n’a aucun effet, suggérant une autre 
voie de phosphorylation pour RcsB (Andresen et al., 2007). 
En réalité, les différents effets du système Rcs sur la virulence de tous ces organismes 
passent par la régulation de processus cellulaires variés tels que la mobilité, la formation des 
biofilms ou la production de polysaccharides d’enveloppe. En effet, outre les gènes cps d’E. 
coli, le système Rcs régule également la synthèse de la capsule chez Salmonella Typhi via la 
régulation de l’antigène Vi (Virlogeux et al., 1996) et du gène ugd qui est requis pour la 
production de L-arabinose, constituant essentiel du lipide A, impliqué dans la résistance aux 
peptides antimicrobiens cationiques (Mouslim et al., 2003; Mouslim & Groisman 2003). Chez 
E. amylovora, le système Rcs induit également la production d’amylovoran, polysaccharide 
d’enveloppe (Kelm et al., 1997). Chez S. Typhimurium, P. mirabilis, Y. enterolitica et 
pseudotuberculosis, comme chez E. coli le système Rcs inhibe la synthèse des flagelles et la 
mobilité (Belas et al., 1998; Takeda et al., 2001; Cano et al., 2002). Chez E. coli, S. 
Typhimurium, P. mirabilis et Yersinia pseudotuberculosis, le système Rcs est requis pour le 
développement normal des biofilms (Ferrières & Clarke 2003; Mireles et al., 2001; Liaw et 
al., 2004; Vianney et al., 2005; Hinchliffe et al., 2008). Tous ces processus cellulaires sont 
liés. Chez E. coli par exemple, l’activation du système Rcs (i) inhibe la synthèse des flagelles 
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et des curli, étape nécessaire pour l’adhésion à une surface, et, dans le même temps, (ii) active 
la production d’acide colanique requis pour la maturation des biofilms. Cette régulation 
réciproque des structures de surface bactérienne et des exopolysaccharides par le système Rcs 
permet le développement du biofilm depuis l’étape d’attachement jusqu’à la maturation, 
suggérant l’implication du système dans tout le processus de développement des biofilms. 
Très récemment, il a également été mis en évidence l’implication du système Rcs dans la 
résistance à certains β-lactams, de manière dépendante de RcsF mais indépendamment de 
RcsA et de la synthèse de la capsule (Laubacher & Ades 2008). Les β-lactams sont des 
antibiotiques ciblant la synthèse du peptidoglycane (PG). Selon l’étape de formation du PG 
ciblée, ils peuvent provoquer la lyse de la bactérie (bactériocide) ou  l’empêcher de se diviser 
(bactériostatique). Dans cette étude, les auteurs ont utilisé deux molécules, l’amdinocilline 
(bactériostatique) et la cefsulodine (bactériocide). L’observation, par microarrays, des gènes 
induits en présence de cefsulodine et/ou d’amdinocilline, montre que le système Rcs est activé 
dans les trois cas. De plus, le système Rcs augmente la résistance à ces antibiotiques. En effet, 
une souche ΔrcsB, au contraire de la souche sauvage, est incapable de pousser en milieu 
additionné de l’un et/ou l’autre des antibiotiques. Parallèlement, un mutant rcsC137 
(constitutivement actif, c.f le paragraphe portant sur RcsC) présente une résistance accrue à 
l’amdinocilline (mais pas à la cefsulodine). Cette résistance aux β-lactams ne dépend pas de 
RcsA puisque la croissance de mutants ΔrcsA ou ΔrcsA rcsC137 n’est pas affectée par la 
présence des deux antibiotiques testés. Elle ne dépend pas non plus de la synthèse de la 
capsule (toujours synthétisée en absence de RcsA, mais dans une moindre mesure, par RcsB2) 
puisqu’une insertion dans le gène cpsE3, suffisante pour abolir la production de capsule, ne 
modifie pas la croissance sur milieu additionné d’antibiotiques comparée à celle d’une souche 
sauvage. En revanche, la résistance à l’amdinocilline et à la cefsulodine est dépendante de 
RcsF. En effet, l’étude de l’expression de gènes Rcs-dépendants (osmB, ymgG, ydhA et rprA) 
et –indépendants (cpxP) en contexte sauvage ou ΔrcsF après traitement aux antibiotiques 
montre que seuls les gènes Rcs-dépendants ne sont plus exprimés en réponse au traitement 
dans une souche délétée de rcsF. 
 
Pour conclure, le système Rcs module un grand nombre de processus cellulaires tels que 
la mobilité, la division cellulaire, la formation des biofilms et la pathogénicité. La complexité 
du phosphorelais ainsi que la grande variété de ses cibles suggèrent que le système Rcs ait un 
rôle de régulateur global contrôlant le remodelage de la surface cellulaire bactérienne en 
réponse aux modifications environnementales. Aujourd’hui, on sait qu’il est impliqué dans la  
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résistance aux β-lactams. Cependant, au moment où j’ai entamé mes recherches, les rôles du 
système Rcs dans l’adaptation des cellules à leur environnement restaient peu documentés. 
Dans ce travail, nous verrons comment mes travaux de thèse ont permis la découverte, pour la 
première fois, d’un de ces rôles : la résistance à l’acidité (c.f  Résultats, chapitre 1).  
 
 
IV. Les signaux activateurs du système Rcs 
 
Les bactéries Gram négatives possèdent toute une panoplie de réponses aux stress, 
permettant de préserver l’intégrité de l’enveloppe bactérienne. Chez E. coli, quatre régulateurs 
transcriptionnels sont connus pour médier la réponse aux stress d’enveloppe : les 
phosphorelais CpxA-CpxR et BaeS-BaeR, le facteur sigma alternatif σE et la protéine 
phagique Psp (pour revues, voir Darwin 2005; Raivio 2005; Rowley et al., 2006). Cpx et σE 
sont activés en réponse au mauvais repliement des protéines d’enveloppe et aux altérations de 
la membrane externe alors que Psp est activé par des perturbations de la membrane interne 
(Connolly et al., 1997; Darwin 2005; Raivio 2005). Le rôle du système Bae n’est pas encore 
bien compris mais il est activé par certaines toxines affectant l’intégrité membranaire (Raffa 
& Raivio 2002). Parmi ces quatre systèmes répondant à divers stress d’enveloppe, aucun ne 
semble dédié au stress du peptidoglycane, composant de l’enveloppe pourtant essentiel à la 
viabilité cellulaire. Une étude récente suggère que le phosphorelais Rcs pourrait être ce 
système (Laubacher & Ades 2008) puisqu’il est activé par les β-lactams, famille 
d’antibiotiques inhibant spécifiquement différentes étapes de la biosynthèse du 
peptidoglycane. Ce travail est en accord avec les études précédentes. En effet, même si la 
nature moléculaire des signaux induisant la réponse Rcs est encore inconnue, plusieurs 
conditions expérimentales activatrices ont été décrites. Elles ont toutes pour point commun de 
porter atteinte à l’intégrité de l’enveloppe et certaines ciblent directement le peptidoglycane. 
Les perturbations de l’enveloppe activant le système Rcs peuvent être séparées en trois 
catégories : les mutations de gènes affectant la synthèse de l’enveloppe bactérienne, la 
surexpression de protéines associées aux membranes et les conditions environnementales du 
milieu de culture modifiant les propriétés de l’enveloppe (pour revues, voir Majdalani & 
Gottesman 2005 et Francez-Charlot 2005).  
La recherche de signaux activateurs du système est le plus souvent basée sur le suivi de 
l’expression des gènes cps de synthèse de la capsule ou sur l’apparition du phénotype  
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Figure 35. Représentation schématique du système Tol/Pal chez E. coli
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mucoïde, reflet de la surproduction d’acide colanique, très facile à voir en culture sur boîte. 
De nombreuses mutations ou surexpressions de protéines ont été identifiées comme induisant 
l’expression des gènes cps (Table 1). Dans chacun des cas exposés ci-après, cet effet est aboli 
dans un mutant rcsC, suggérant que toutes ces conditions activent le phosphorelais dans sa 
totalité.  
 
IV.1 Les mutations 
rfaG, rfaP 
La mutation des gènes rfaG et rfaP impliqués dans la synthèse du lipopolysaccharide 
cœur (core LPS) induit la synthèse des gènes cps de manière dépendante de RcsC et RcsF 
(Parker et al., 1992; Majdalani et al., 2005).  
 
tol/pal 
Chez S. Typhimurium, des mutations du gène tolB induisent l’expression des gènes ugd et 
cps de manière dépendante de RcsC, RcsB et RcsA (Mouslim & Groisman 2003). Chez E. 
coli, TolB fait partie, avec au moins 4 autres protéines, du système Tol/Pal impliqué dans le 
transport de macromolécules à travers l’enveloppe (Journet et al., 2001), dans la division 
cellulaire (Gerding et al., 2007) et dans le maintien de l’intégrité de l’enveloppe. En effet, de 
par leur organisation, les protéines TolQRAB et Pal sont capables de relier la membrane 
externe, la membrane interne et le peptidoglycane (figure 35) (pour revue voir Lazzaroni et 
al., 2002). L’altération de l’une des cinq protéines provoque l'excrétion de protéines 
périplasmiques (Fognini-Lefebvre et al., 1987) et induit la formation de vésicules de 
membrane externe (Bernadac et al., 1998). De plus, les cellules présentent un phénotype 
mucoïde dépendant du système Rcs (Clavel et al., 1996). C’est en conclusion de cette étude et 
au vu des résultats obtenus avec les mutants rfa, qu’il a été proposé pour la première fois que 
le système Rcs réponde à des altérations de l’enveloppe. 
 
mdoH (opgH) 
La mutation des gènes mdo responsables de la synthèse des « membrane derived 
oligosaccharides » engendre un phénotype pléiotrope.  Elle entraîne la diminution de la 
mobilité et de la chémotaxie ainsi qu’une augmentation de la production 
d’exopolysaccharides de capsule (EPS) chez E. coli et chez E. chrysantemi (Fiedler & 
Rotering 1988; Bouchart et al., 2007). Ces effets sont dus à l’activation du système Rcs, la  
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Figure 36. Métabolisme du glucose 6-phophate chez E. coli. La mutation du gène pgi responsable 
de la conversion glucose 6P en fructose 6P à l’entrée de la voie glycolytique (Embden-Meyerhof) 
induit l’activation du système Rcs par l’accumulation de dTDP-Glucose. ECA, enterobacterial 
common antigen; LPS, lipopolysaccharide; CA, colanic acid; MDO, membrane-derived 
oligosaccharide. D’après El-Kazzaz et al., 2003.
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mutation mdoH induisant le phosphorelais (Ebel et al., 1997). Cette activation est dépendante 
de la présence de RcsF puisqu’un double mutant rcsF mdoH ou rcsF mdoG ne présente plus 
d’activation des gènes cps (Shiba et al., 2004). Notons que depuis octobre 2003, la 
nomenclature a été modifiée dans les bases de données Swiss-Prot de mdo en opg pour 
« osmoregulated periplasmic glucans ». 
 
pgi 
Le gène pgi code pour la phosphoglucose isomérase, enzyme catalysant l’interconversion 
glucose-6-phophate ↔ fructose-6-phosphate au début de la voie glycolytique (figure 36). Un 
mutant pgi, incapable de métaboliser correctement le glucose-6-phosphate entraîne la 
surexpression des gènes cps via le phosphorelais RcsCDB. Dans ce cas, le signal perçu n’est 
pas l’accumulation de glucose-6-phosphate mais celle de dTDP-glucose (El-Kazzaz et al., 
2004). Ce produit intervient directement dans la synthèse de l’antigène O et de l’ECA 
(Enterobacterial common antigen), plaçant la mutation pgi dans la catégorie des mutations 
activatrices du système Rcs qui affecte l’intégrité de l’enveloppe, au même titre que rfa, tol ou 
mdo. La perception du dTDP-glucose périplasmique pourrait se faire directement par le 
domaine PAS de RcsC ou indirectement, au niveau du domaine ABL, par interaction d’un 
connecteur activé par ce métabolite. 
 
dsbA, dsbB 
Le complexe ternaire DsbA-DsbB-ubiquinone est responsable de la formation de ponts di-
sulfures dans les protéines périplasmiques (pour revue, voir Inaba & Ito 2008). L’expression 
des gènes cps est induite dans les mutants dsbA ou dsbB (Missiakas & Raina 1997). La 
manière dont ces mutations induisent le système Rcs est encore inconnue. Néanmoins, il faut 
noter que RcsF est un substrat de DsbA et qu’en son absence, RcsF est sous forme réduite 
(Kadokura et al., 2004). A l’heure actuelle, on ne sait pas si le pont di-sulfure de RcsF dépend 
juste de l’état d’oxydo-réduction du périplasme ou si sa présence / absence module la capacité 
de RcsF à activer la cascade Rcs. Si c’était le cas, ce serait le premier exemple de signal post-
transcriptionnel activant le système Rcs via RcsF. Notons également que dsbA est une cible 
du système CpxAR (Danese & Silhavy 1997).  
 
pgsA 
Le gène pgsA code une enzyme impliquée dans la synthèse des phospholipides acides 
majeurs, le phosphatidylglycérol et la cardiolipine (pour revue, Dowhan 1997). Une mutation 
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nulle pgsA n’est viable à 30°C que si elle est associée à la délétion du gène lpp codant pour 
une lipoprotéine majeure de la membrane externe (Kikuchi et al., 2000; Matsumoto 2001; 
Suzuki et al., 2002). Bien que le double mutant pgsA lpp se développe normalement à 30°C, il 
présente une croissance thermosensible se traduisant par une croissance faible à 37°C et la 
lyse des cellules à 42°C. Ce phénotype est lié à l’activation du système Rcs puisqu’il peut être 
supprimé partiellement par la mutation de l’un des gènes rcs (Shiba et al., 2004). Seule la lyse 
observée à 42°C est indépendante de RcsA. En effet, contrairement au défaut de croissance à 
37°C qui est supprimé par une mutation dans le gène rcsA, un mutant pgsA lpp rcsA ne 
restaure pas une croissance normale à 42°C (Nagahama et al., 2006). De manière 
concordante, une analyse par microarray montre qu’à 42°C, le gène osmB, activé par le 
système Rcs de manière RcsA-indépendante (Boulanger et al., 2005), est en partie 
responsable de la lyse d’un mutant pgsA (Nagahama et al., 2007). OsmB est une lipoprotéine 
de la membrane externe (Jung et al., 1989), comme Lpp. Néanmoins, son effet délétère sur un 
mutant pgsA à 42°C ne semble pas régi par les mêmes mécanismes moléculaires que ceux 
observés pour Lpp (Nagahama et al., 2007). Les auteurs proposent que l’effet de la 
surexpression d’une lipoprotéine de la membrane externe telle que OsmB soit exagéré par la  
forte déstructuration de la bicouche lipidique due à l’absence des phospholipides acides 
majeurs. Ceci suggère que l’effet délétère de la surexpression de OsmB sur la croissance d’un 
mutant pgsA lpp puisse être non spécifique, tout comme la surexpression de RcsF (c.f I.5 
RcsF) ou de DjlA. 
 
Le système TAT 
Des mutations dans le système de sécrétion TAT (twin arginine translocation) activent 
l’expression de nombreux gènes appartenant au régulon Rcs, tels que l’opéron cps (Ize et al., 
2004). Le système TAT est responsable de l’export, au travers de la membrane plasmique, de 
protéines matures portant un peptide signal « twin arginine » dans leur partie N-terminale. Les 
mutations touchant les composants du système TAT présentent un défaut d’enveloppe dû 
notamment à la mauvaise localisation de deux amidases impliquées dans le métabolisme de la 
paroi et la division cellulaire, AmiA et AmiC (Bernhardt & de Boer 2003; Ize et al., 2003). Il 
n’a pas été démontré si la réponse Rcs passait par RcsC, RcsF ou autre. 
 
surA 
Il a récemment été mis en évidence que le gène surA, dont la mutation affecte l’intégrité 
de la membrane externe, active également le système Rcs. surA code pour une peptidyl prolyl  
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Figure 37. Représentation schématique de l’activation du système Rcs par la surproduction de DjlA.
Lors de sa surproduction, DjlA recrute DnaK et GprE. Par un mécanisme encore inconnu, cette 
surproduction active le senseur RcsC qui s’autophosphoryle sur son résidu H1. Le phosphorelais Rcs est 
activé, induisant, entre autres, la transcription des gènes cps de synthèse de la capsule. 
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isomérase périplasmique possédant une activité de chaperonne requise pour le repliement 
correct et l’insertion des protéines associées à la membrane externe (Lazar & Kolter 1996; 
Rouvière & Gross 1996). Les colonies surA sont mucoïdes dans certaines conditions 
(Missiakas et al., 1996). En accord avec cette observation, la mutation surA induit 
l’expression d’une fusion cps ::lacZ de manière dépendante de RcsC et RcsF (Castanié-
Cornet et al., 2006). Notons que la mutation de surA comme celle de rfaD, augmente 
également la réponse au stress d’enveloppe médiée par σE (Missiakas et al., 1996; Rouvière & 
Gross 1996). Ce résultat n’est pas surprenant puisqu’une modification du LPS engendre 
l’accumulation, dans le périplasme, de protéines de la membrane externe mal conformées, 
condition connue pour activer la réponse RpoE (Walsh et al., 2003). Etant donné qu’au moins 
deux mutations conduisant à l’activation du système Rcs activent également la voie RpoE, il 
serait intéressant de savoir s’il en existe d’autres. 
 
IV.2 La surexpression de protéines 
 
La surexpression de protéines associées à l’enveloppe bactérienne peut entraîner 
l’activation du système Rcs (pour revues, voir Majdalani & Gottesman 2005  et Francez-
Charlot et al.,, 2005).  
 
DjlA 
Parmi les gènes capables d’activer le phosphorelais Rcs lorsqu’ils sont exprimés à partir 
d’un plasmide en multicopie, le plus étudié est le gène djlA. DjlA est une protéine associée à 
la membrane interne possédant un domaine cytoplasmique J typique de la famille de co-
chaperonnes DnaJ/Hsp40 d’E. coli. DjlA, via ce domaine, fonctionne comme une co-
chaperonne de DnaK à la fois in vitro et in vivo et l’interaction directe DjlA-DnaK est 
nécessaire à l’activation des gènes cps (figure 37) (Kelley & Georgopoulos 1997; Genevaux 
et al., 2001). L’induction du système Rcs par DjlA est également dépendante de RcsC, de 
RcsB, du facteur d’échange de nucléotide GrpE et du domaine transmembranaire N-terminal 
de DjlA (Zuber et al., 1995; Clarke et al., 1997; Kelley & Georgopoulos 1997; Toutain et al., 
2003). Etonnamment, l’activation du système Rcs par la surexpression de DjlA ne nécessite 
pas d’allèle rcsF fonctionnel (Castanié-Cornet et al., 2006). Réciproquement, la surexpression 
de rcsF induit le système Rcs indépendamment de DjlA, indiquant que ces deux voies 
d’activation du système Rcs soient complètement indépendantes. La surexpression de DjlA  
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Figure 38. Les étapes membranaires de la synthèse du peptidoglycane (PG). UppP est 
une enzyme qui synthétise l’undécaprényl phosphate (UnP ou C55-P) à partir 
d’undécaprényl pyrophosphate (UnPP ou C55-PP). L’UnP est le lipide carrier essentiel à la 
synthèse du PG sur lequel vont venir se greffer l’acide N-acétyl muramique (MurNAc, M 
vert), la N-acétyl glucosamine (GlcNAc, G orange) et le pentapeptide (cinq ronds colorés).
 74
est une des rares conditions d’activation du phosphorelais Rcs indépendante de RcsF. Sa 
localisation dans la membrane interne suggère qu’elle pourrait interagir physiquement avec 
RcsC. De plus, Shiba et ses collaborateurs (2006) ont montré que si la surexpression de DjlA 
active la transcription des gènes cps, sa délétion également, suggérant un effet négatif de DjlA 
sur le système Rcs en conditions « normales ». Les auteurs postulent que cette régulation 
négative aurait pour but de maintenir le système dans un état basal de faible activité, d’éviter 
une réponse Rcs démesurée face à un signal donné et de permettre un retour plus rapide à 
l’état basal lors de la disparition du stimulus. DjlA constitue le deuxième exemple de 
régulateur négatif du système Rcs agissant à travers RcsC, l’autre exemple étant la protéine 
IgaA (YrfF), notamment lors des étapes précoces de la virulence (Mouslim et al., 2004; 
García-Calderón et al., 2005). De même que IgaA pourrait interagir avec RcsC via son 
domaine périplasmique, DjlA pourrait interagir avec RcsC ou RcsD via son domaine 
cytoplasmique ou même son domaine transmembranaire. Enfin, le fait que DjlA puisse 
fonctionnellement remplacer DnaJ comme co-chaperonne auprès de DnaK (Genevaux et al., 
2001) laisse entrevoir la possibilité que le système Rcs, via DjlA, puisse percevoir des 
signaux intracellulaires en provenance de DnaK.  
 
UppP 
La surproduction d’UppP (undecaprenyl pyrophosphate phosphatase), anciennement 
appelée BacA, confère un phénotype mucoïde aux souches d’E. coli cultivées sur milieu 
solide et une résistance accrue à la bacitracine (El Ghachi et al., 2004). Cette enzyme 
synthétise l’undecaprenyl phosphate (Un-P) à partir d’undecaprenyl pyrophosphate (Un-PP) 
(figure 38). L’Un-P est un lipide carrier essentiel pour la synthèse du peptidoglycane et autres 
composants de l’enveloppe tels que les MDO ou les EPS, (pour revue, Bouhss et al., 2008). 
La bacitracine agit en séquestrant l’Un-PP, provoquant des dommages dans la paroi et 
induisant la lyse cellulaire. La surproduction d’Upp diminue la proportion d’Un-PP dans la 
membrane plasmique, expliquant une résistance accrue à l’antibiotique. Le phénotype 
mucoïde observé en réponse à la surproduction d’Upp pourrait suggérer que le système Rcs 
perçoive le ratio Un-P/Un-PP dans la membrane plasmique comme signal modulant la 
production de polysaccharides.  
 
LolA, OmpG et YpdI 
Trois autres protéines induisent l’activation du système Rcs lorsqu’elles sont 
surexprimées : LolA, OmpG et YpdI (Chen et al., 2001). LolA (p20) est une protéine soluble 
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du périplasme agissant comme un transporteur spécifique de lipoprotéines associées à la 
membrane externe (Matsuyama et al., 1995). Sa fonction est essentielle pour la survie des 
cellules, même en absence de la lipoprotéine majeure Lpp (Tajima et al., 1998). OmpG est 
une porine de la membrane externe (Fajardo et al., 1998). On ne sait pas actuellement 
comment ces protéines activent le système Rcs. La délétion ompG, contrairement à celle de 
djlA, n’a aucune influence sur le niveau d’activation du système Rcs. Quant à celle de lolA, 
elle n’a pu être testée car elle est létale (Shiba et al., 2006). YpdI, enfin, est une lipoprotéine 
potentielle qui active la transcription des gènes cps indépendamment de RcsF (Potrykus & 
Wegrzyn 2004).  
 
L’ensemble des données sur l’activation du système Rcs par des mutations ou des 
surexpressions de protéines affectant la composition et/ou l’intégrité de l’enveloppe renforce 
l’hypothèse initialement émise par Clavel et ses collaborateurs (1996) selon laquelle le 
système Rcs répondrait à des altération de la paroi bactérienne. Il constituerait ainsi le 
cinquième système dédié à la réponse aux stress d’enveloppe chez les bactéries Gram-. En 
accord avec cette hypothèse, nous avons vu qu’il existe des régulations croisées (notamment 
au niveau régulon) entre les systèmes CpxAR, σE, et Rcs, permettant sans doute à la cellule de 
compenser la perte de l’un d’entre eux. Etonnamment, alors que chacun des systèmes CpxAR, 
σE, BaeSR et Psp répondent à des altérations d’une partie précise de l’enveloppe, le système 
Rcs semble activé par toute modification de l’enveloppe dans son ensemble (membrane 
externe, interne, peptidoglycane ou périplasme). 
 
IV.3 Les conditions environnementales et nutritionnelles de culture 
 
Mis à part les traitements chimiques ou antibiotiques, ce sont les conditions activatrices du 
système Rcs probablement les plus pertinentes à la biologie des bactéries.  
La dessiccation induit (modérément) l’expression des gènes cps de synthèse de la capsule, 
permettant à la bactérie de survivre au dessèchement. En effet, les exopolysaccharides de 
surface sont capables de lier plusieurs fois leur poids en eau, permettant le maintien d’un 
environnement humide autour de la bactérie (Ophir & Gutnick 1994). Cette activation des 
gènes cps en réponse à la dessiccation est dépendante de rcsB et rcsC et est probablement due 
à l’induction d’un stress osmotique, autre condition activatrice du système Rcs. En effet, un 
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choc osmotique induit par le NaCl ou le sucrose active également l’expression des gènes cps 
de manière RcsC dépendante (Sledjeski & Gottesman 1996).  
La croissance sur une surface solide active également le système Rcs (Ferrieres & Clarke, 
2003). Dans ces conditions, seul le système CpxA-CpxR de réponse aux altérations 
membranaires est activé, contrairement au système EnvZ-OmpR qui répond à l’osmolarité. 
Ces résultats suggèrent que RcsC sentirait non pas un choc osmotique mais des perturbations 
membranaires lors de la croissance sur une surface solide.  
De manière moins physiologique, certains traitements induisent le système Rcs comme la 
chlorpromazine (Conter et al., 2002) ou certains antibiotiques ciblant le peptidoglycane 
(Sailer et al., 2003; Kaldalu et al., 2004; Laubacher & Ades 2008).  
 La chlorpromazine est une drogue cationique induisant des modifications de la topologie 
membranaire en s’intercalant dans la bicouche lipidique des cellules en phase exponentielle 
de croissance (Sheetz et al., 1976). Le stress membranaire induit par la chlorpromazine serait 
identique à celui provoqué par un choc osmotique (van der Heide & Poolman 2000). Quant 
aux β-lactams (antibiotiques ciblant la synthèse du peptidoglycane), plusieurs études montrent 
leur implication dans l’activation du système Rcs. Ainsi, 80% des gènes appartenant au 
régulon de l’ampicilline utilisée à des concentrations bactériocides sont également régulés par 
le système Rcs (Kaldalu et al., 2004). Très récemment, une étude a également montré que le 
système Rcs était activé par un stress du peptidoglycane induit par l’utilisation de β-lactams 
tels que la cefsulodine ou l’amdinocilline (mecillinam) (Laubacher & Ades 2008)  
De nouveau, ces différentes données appuient l’hypothèse selon laquelle le système Rcs 
serait dédié à répondre aux stress de l’enveloppe. 
En marge de toutes ces conditions activatrices ayant un lien avec un stress d’enveloppe, 
une étude propose que le système Rcs réponde au Zn2+ à basse température, via le système 
PhoQP (Hagiwara et al., 2003). Les auteurs montrent en effet que les basses températures 
(20°C), associées à des taux élevés de zinc et la présence de glucose (0,4%) dans le milieu, 
activent le système Rcs de manière dépendante de RcsC et RcsF. Ils proposent que le signal 
passe par le système à deux composants PhoQP, connu pour répondre aux cations divalents 
tels que le Mg2+ ou le Ca2+ (Véscovi et al., 1997). En effet, en présence de Zn2+, l’expression 
d’une fusion cps::lacZ n’est plus activée dans un mutant phoQP ou en présence de Mg2+, 
condition répressive du phosphorelais PhoQP. Ainsi, PhoQP pourrait être activé par de fortes 
concentrations en Zn2+ et transmettre le signal au système Rcs. En accord avec cette 
hypothèse, nous avons vu en première partie d’introduction que le système PhoQP de S. 
enterica pouvait établir une régulation croisée avec le système PmrBA via la protéine 
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connectrice PmrD (Kato & Groisman 2004). Toujours chez Salmonella, plusieurs études ont 
montré un lien étroit entre le système PhoQP et RcsCDB/FA dans le contrôle de la virulence. 
Tout d’abord, le système Rcs doit être réprimé par IgaA pour que le système PhoQP puisse 
transcrire son régulon, impliqué notamment dans les étapes précoces de la virulence (Tierrez 
& García-del Portillo 2004). De plus, les régulons PhoQP et Rcs se recoupent  (García-
Calderón et al., 2007).  
Néanmoins, aucune étude n’a encore démontré que le senseur PhoQ pouvait percevoir le 
signal « Zn2+ ». De plus, ce serait la première condition activatrice du système Rcs n’ayant 
aucun rapport avec le stress d’enveloppe. Enfin, nous n’avons pas réussi à reproduire cette 
activation au laboratoire, mais cela peut s’expliquer par une différence dans les souches d’E. 
coli utilisées. 
 
En conclusion, le phosphorelais Rcs CDB/FA d’E. coli est un système de transduction du 
signal complexe, atypique par le nombre, l’organisation et la structure de ses protéines. Il est 
conservé chez les Entérobactéries et est impliqué dans de nombreux processus cellulaires 
différents tels que la synthèse de la capsule, la mobilité, la division cellulaire, la formation des 
biofilms et la pathogénicité. Les nombreuses conditions activatrices du système décrites dans 
la littérature suggèrent que le phosphorelais Rcs soit induit en réponse à des altérations de 
l’enveloppe bactérienne dans sa globalité. On ne connaît pas encore la nature moléculaire 
exacte des signaux activant le système mais il apparaît clairement que la perception de la 
grande majorité d’entre eux dépend du senseur RcsC avec ou sans l’intervention de la 
lipoprotéine RcsF en amont. Le fait que RcsA puisse activer le régulateur de réponse RcsB 
indépendamment du phosphorelais RcsCD indique l’existence d’une deuxième voie d’entrée 
des signaux activateurs du système. Enfin, étant donnée la nature complexe du phosphorelais, 
on ne peut pas exclure l’implication de RcsD ou IgaA dans la perception d’autres types de 
signaux.  
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CHAPITRE 1. Le système Rcs est essentiel à la résistance à l’acidité chez 
Escherichia coli 
 
 
I. La résistance à l’acidité chez E. coli 
 
L’estomac, avec des pH compris entre 1.5 et 2.5, est sans doute le milieu le plus 
inhospitalier de l’anatomie des mammifères. Toutes les bactéries alimentaires (pathogènes ou 
commensales) se retrouvent donc confrontées au même problème : le passage de la barrière 
gastrique. 
E. coli, bactérie intestinale se développant préférentiellement à des pH proches de 7, est 
pourtant capable de survivre à des pH très acides (~2) pendant plusieurs heures (Gorden & 
Small 1993; Small et al., 1994). Cette capacité à survivre à pH acide dépend du milieu de 
croissance utilisé avant le stress acide (Small et al., 1994; Lin et al., 1995; 1996). En effet, les 
souches cultivées en milieu riche en acides aminés tels que le LB (Luria-Bertani) présentent 
une résistance de plusieurs heures à des pH ~2.5 contrairement à des souches cultivées en 
milieu minimum glucose. Cette observation a permis la découverte de quatre systèmes de 
résistance à l’acidité (AR, pour Acid Resistance) (Gorden & Small 1993; Hersh et al., 1996; 
Foster & Moreno 1999; Iyer et al., 2003; Richard & Foster 2003). 
Le premier système (AR1), appelé aussi système oxydatif, est le moins bien caractérisé. Il 
rentre en jeu en phase stationnaire de croissance et implique le facteur sigma alternatif RpoS 
(σS) et le régulateur global CRP (cAMP receptor protein) (Castanie-Cornet et al., 1999). 
Comme le suggère l’implication de CRP, ce système est réprimable par le glucose, ce qui a 
permis la découverte de trois autres systèmes, tous dépendants d’acides aminés spécifiques. 
En effet, des cellules cultivées en milieu LB additionné de glucose ne survivent pas au 
passage dans un milieu minimum à pH 2.5 à moins qu’on y ajoute du glutamate (AR2), de 
l’arginine (AR3) ou de la lysine (AR4) (Castanie-Cornet et al., 1999; Lin et al., 1995; Gong et 
al., 2003; Iyer et al., 2003).  Ces quatre systèmes AR induisent un niveau différent de 
protection envers les pH acides, les systèmes AR1 et AR4 offrant un niveau de protection 
minimal et AR3 une résistance moyenne. Le système glutamate-dépendant qui est le plus 
efficace, a été le plus étudié.  
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Figure 39. α-décarboxylation du glutamate en GABA. Les chiffres 
entre parenthèses représentent les charges. D’après Foster 2004.
Figure 40. La résistance acide glutamate-dépendante chez E. coli. La décarboxylation du 
glutamate par les isoenzymes GadA et GadB consomme un proton intracellulaire et produit du 
GABA et du CO2, résultant en une augmentation du pH intracellulaire. Les deux molécules sont 
exportées hors de la cellule. Le GABA est pris en charge par l’antiporteur glutamate/GABA GadC.
Glutamate GABA
H+ CO2
GadA ou
GadB
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I.1 Le système AR2 glutamate-dépendant de résistance à l’acidité 
 
Le système AR2 est constitué d’une glutamate décarboxylase, codée par les gènes gadA et 
gabB et d’un antiporteur associé, codé par le gène gadC (Hersh et al., 1996; Malashkevich et 
al., 1998; De Biase et al., 1996, 1999; Castanie-Cornet et al., 1999; Richard & Foster 2003). 
Les gènes gadA et gadB sont situés à des loci différents sur le chromosome. (78.98 et 33.8 
minutes, respectivement). Ils codent pour des isoformes de la glutamate décarboxylase. Les 
protéines GadA et GadB, présentent une grande similarité de séquence (Smith et al., 1992; 
Blattner et al., 1997) et ne sont pas biochimiquement distinguables (De Biase et al., 1996).  
Les gènes gadB et gadC sont organisés en opéron (De Biase et al., 1999). Lorsque le pH 
interne devient acide, la glutamate décarboxylase catalyse l’α-décarboxylation de l’acide L-
glutamique en acide gamma aminobutyrique (GABA). Cette réaction consomme un proton 
recruté dans le cytoplasme et relargue de l’anhydride carbonique (CO2) (figure 39).  
HOOC-CH2-CH2-CH(NH2)-COOH  →  HOOC-CH2-CH2-CH2NH2 + CO2 
Le GABA est exporté hors de la cellule par l’antiporteur GadC, en échange de glutamate 
extracellulaire (figure 40). La consommation continue de protons intracellulaires au cours des 
cycles successifs de décarboxylation entraîne une augmentation du pH (Castanie-Cornet et al., 
1999; Foster & Moreno 1999; Richard & Foster 2004). Une des premières hypothèses 
formulées sur le mécanisme de résistance à l’acidité était que la consommation de protons 
intracellulaires permettait l’élévation du pH intracellulaire jusqu’à des niveaux compatibles 
avec le maintien des fonctions cellulaires. En réalité, AR2 augmente le pH intracellulaire 
jusqu’à la valeur optimale pour son propre fonctionnement  (~4) grâce à un équilibre entre 
l’entrée de protons et la décarboxylation (Capitani et al., 2003). Par exemple, si le pH dépasse 
cet optimum, la décarboxylation sera moins efficace, entraînant une augmentation du nombre 
de protons intracellulaires et donc une diminution du pH. A côté de son action sur le pH, AR2 
semble avoir un deuxième rôle. En effet, des cellules d’E. coli dont le pH intracellulaire est 
maintenu à 4 indépendamment de la présence de glutamate survivent mieux à pH acide 
lorsque du glutamate est rajouté au milieu (Richard & Foster 2004), suggérant que le maintien 
du pH au dessus d’un certain seuil n’est pas le seul facteur important pour la survie en 
conditions acides. Ainsi, la description des mécanismes par lequel AR2 protège E. coli des pH 
acides reste incomplète.  
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Figure 41. Réseau de régulation génique du système AR2. c.f texte. Les flèches pleines 
représentent les gènes, les gènes régulateurs étant colorés en bleu. Le gène gadE codant pour 
le régulateur central est représenté en orange. Les flèches minces rouges indiquent les 
régulations positives; les lignes noires, les inhibitions. D’après Foster 2004.  
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I.2 Régulation génique du système AR2 
 
Ce système apparemment simple puisqu’il ne compte que trois gènes, présente pourtant 
une régulation très complexe. Les signaux environnementaux tels que le stress osmotique ou 
acide, ainsi que les signaux de phase stationnaire sont impliqués dans l’induction de 
l’expression des gènes gadA/BC (Castanie-Cornet et al., 1999; De Biase et al., 1999; 
Castanie-Cornet & Foster 2001). On compte à l’heure actuelle plus de 10 protéines 
intervenant dans l’induction du système AR2 (Foster 2004). GadE, l’activateur central du 
système AR2, appartient à la famille LuxR. C’est une protéine de 175 acides aminés 
possédant un domaine HTH putatif entre les résidus 133 et 152 (SWISSPROT). GadE se lie à 
une séquence ADN de 20 paires de bases appelée « boîte Gad », située 63 paires de bases en 
amont de gadA et gadBC (Castanie-Cornet & Foster 2001; Ma et al., 2003). La boîte Gad 
ainsi que l’activateur GadE sont absolument nécessaires à l’expression des loci gadA et 
gadBC, donc essentiels pour la résistance à l’acidité. Les autres protéines forment un réseau 
de régulation complexe centré sur la régulation de l’expression de GadE (figure 41). Leur 
implication et donc leur importance varient avec les conditions de culture. GadE est 
également régulé par H-NS au niveau transcriptionnel (Hommais et al., 2001) et par la 
protéase Lon au niveau post-traductionnel (Heuveling et al., 2008). Comme le suggèrent ces 
nombreuses régulations de GadE, la résistance glutamate-dépendante à l’acidité peut-être 
induite par un vaste panel de conditions environnementales différentes.  Par exemple, les 
gènes gadA/BC peuvent être induits en phase exponentielle de croissance en milieu minimum 
acide (pH5.5) ou en phase stationnaire indépendamment du pH. Néanmoins, en milieu riche 
comme le LB, aucun des locus n’est activé avant l’entrée en phase stationnaire. Pour répondre 
à ces différents besoins physiologiques, certains circuits de régulation de GadE vont 
fonctionner en milieu minimum alors que d’autres seront dédiés à la régulation de la 
production de GadE en LB.  
Comme le montre la figure 41, il existe plusieurs circuits d’activation de GadE. Le 
premier implique un système à deux composants EvgSA qui est capable d’activer GadE 
directement ou indirectement via la protéine YdeO (AraC-like) (Masuda & Church 2003). 
Parallèlement, GadE réprime l’expression de ydeO et active sa propre transcription (figure 
41), fermant ce circuit de régulation. Les effets de EvgA et YdeO sont mis en jeu uniquement 
en phase exponentielle de croissance lors d’une culture en milieu minimum à pH 5.5 et ne 
sont pas requis en phase stationnaire (Ma et al., 2004). Un deuxième circuit, mal connu, est 
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responsable de l’induction des gènes gadA/BC en phase stationnaire de croissance en milieu 
LB supplémenté en glucose. Il implique la GTPase MnmE (ou TrmE) qui semble influencer à 
la fois la transcription et la traduction de GadE (Gong et al., 2004). Le dernier circuit 
d’activation de GadE implique CRP, RpoS (σS) et deux régulateurs transcriptionnels de type 
AraC : GadX et GadW (figure 41) (Ma et al., 2002; Tramonti et al., 2002; 2006). Il est mis en 
jeu lors d’une croissance en milieu riche sans glucose mais aussi en milieu minimum. Une 
étude récente montre que GadX et GadW activent l’expression des gènes gadA/BC via 
l’activation de gadE et qu’en absence de glucose, RpoS active la transcription de gadX (Sayed 
et al., 2007). 
L’existence de ces nombreux niveaux de régulation de l’expression du gène gadE d’E. 
coli souligne l’importance pour cet organisme d’être résistant aux pH acides. Cependant, la 
fonction de GadE semble aller au-delà de la réponse acide. En effet, il inhibe la formation des 
biofilms chez K12 ainsi que l’attachement à l’épithélium intestinal chez les EHEC (Entero 
hemorrhagic Escherichia coli) (Tatsuno et al., 2003; Dahan et al., 2004; Hommais et al., 
2004) et active de nombreux gènes autres que gadA/BC. Parmi ces cibles, l’équipe de P. 
Bertin a démontré que GadE régulait directement  le gène rcsA (Hommais et al., 2004). Afin 
de déterminer le rôle de GadE dans la résistance à l’acidité chez E. coli, les auteurs ont réalisé 
une approche transcriptomique par macro-arrays. Parmi les gènes induits lors de la 
surexpression de GadE, ils ont mis en évidence des gènes impliqués dans la résistance à 
l’acidité (gadA, gadX) ou dans la synthèse du glutamate (gltD) mais aussi des gènes impliqués 
dans la biosynthèse des composants de la membrane dont rcsA. Par la suite, des expériences 
de retard sur gel ont démontré la fixation de GadE au promoteur de rcsA, suggérant que la 
régulation de rcsA par GadE visualisée en macro-arrays était directe. Cette observation nous a 
conduit à tester l’implication du système Rcs dans la réponse acide. Les résultats obtenus ont 
fait l’objet d’une publication, présentée ci-après. 
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II. Article 
 
Bien que très conservé chez les Entérobactéries, le rôle physiologique du système de 
transduction du signal RcsCDB/AF et notamment son implication dans l’adaptation aux stress 
environnementaux sont encore méconnus. Ce travail démontre le rôle essentiel du système 
Rcs dans la résistance glutamate-dépendante à l’acidité, constituant la première description 
d’un rôle physiologique du système Rcs pertinent pour le style de vie de la bactérie étudiée, E. 
coli. Cette implication du phosphorelais Rcs dans la résistance à l’acidité est originale à 
plusieurs titres : (i) seule l’activité basale de RcsB est essentielle à la résistance acide, 
indépendamment des autres protéines du phosphorelais Rcs. (ii) L’activité de RcsB est 
absolument dépendante d’un nouveau partenaire, le régulateur central de la résistance à 
l’acide glutamate-dépendante, GadE. De même, l’activité de GadE est strictement dépendante 
de celle de RcsB. (iii) L’activation de RcsB, via le phosphorelais RcsFCD ou par son 
cofacteur accessoire RcsA, diminue les capacités de résistance à l’acide, démontrant 
l’existence de deux rôles antagonistes du système Rcs sur la réponse acide. 
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The RcsCDB signal transduction system is an atypical His–Asp phosphorelay. Notably, the
response regulator RcsB can be activated either by phosphorylation through the RcsCD pathway or
by an accessory cofactor RcsA. Although conserved in Enterobacteriaceae, the role of this system
in adaptation to environmental stress conditions is largely unknown. This study reveals that the
response regulator RcsB is essential to glutamate-dependent acid resistance, a condition pertinent
to the lifestyle of Escherichia coli. The requirement for RcsB is independent of its activation by
either the RcsCD or the RcsA pathway. The basal activity of RcsB appears to be necessary and
sufficient for acid resistance. The sensitivity of the rcsB strain to low pH is correlated to a strong
reduction of the expression of the glutamate decarboxylase genes, gadA and gadB, during the
stationary phase of growth. This effect on gadA/B expression is not mediated by the general stress
sigma factor RpoS, but does require a functional gadE allele and the previously identified GadE
box. Therefore activation of gadAB expression and acid resistance absolutely requires both GadE
and RcsB. In contrast, an increase in RcsB activity through the activation of the RcsCD
phosphorelay or the RcsA pathway or through overproduction of the protein leads to general
repression of the expression of the gad genes and a corresponding reduction in acid resistance.
INTRODUCTION
The RcsCDB system belongs to the minority of complex
His–Asp phosphorelays that use more than one phosphor-
ylation step to transduce signals (Zhang & Shi, 2005).
Following an intramolecular phosphorylation step, the
sensor RcsC transfers the phosphoryl group to its cognate
response regulator RcsB, via a histidine-containing phos-
photransmitter (Hpt) domain protein, RcsD/YojN (Takeda
et al., 2001). The Rcs system is activated by alterations of the
envelope (for reviews see Majdalani & Gottesman, 2005;
Francez-Charlot et al., 2005a). Most of the signalling to RcsC
is mediated by the outer membrane lipoprotein RcsF with a
few exceptions such as the overproduction of the mem-
brane-associated chaperone-like protein DjlA (Castanie´-
Cornet et al., 2006). RcsB can be activated independently of
the RcsFCD phosphorelay by interacting with an accessory
cofactor, RcsA. This activation pathway allows the regula-
tion of a subset of RcsB targets (see Majdalani & Gottesman,
2005; Francez-Charlot et al., 2005a).
Transcriptome analyses indicated that up to 2.5 % of the
Escherichia coli genome might be regulated by the Rcs system
(Ferrie`res & Clarke, 2003; Hagiwara et al., 2003; our
unpublished results). Approximately half of the putative
targets have no defined function. The vast majority of the
remaining targets are involved in envelope composition or
trafficking. The system is conserved in members of the
Enterobacteriaceae, including animal and plant pathogens
(see Huang et al., 2006). It has been shown to be involved in
pathogenesis (Dominguez-Bernal et al., 2004; Mouslim et al.,
2004; Garcia-Calderon et al., 2005; Detweiler et al., 2003;
Bereswill & Geider, 1997; Tobe et al., 2005) and in the
development of biofilms (Ferrie`res & Clarke, 2003).
Although reported to be essential for recovery from
chlorpromazine-induced stress (Conter et al., 2002), no
role of the Rcs system in adaptation to natural environ-
mental stress has been described yet.
E. coli, while preferring neutral pH for growth, is able to
resist the extreme acidic conditions that it might encounter,
for instance, while passing through the stomach. Three acid
resistance (AR) systems have been identified in this
organism: the AR1 system, which relies on the general
stress sigma factor RpoS, the arginine-dependent acid
resistance system (AR3) and the glutamate-dependent
3These authors contributed equally to this work.
4Present address: Department of Microbiology, University of
Massachusetts, Amherst, MA 01003, USA.
Abbreviation: GABA, c-aminobutyric acid.
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acid resistance (AR2) system, the latter being the most
effective. Highlighting the importance of the AR2 system is
the plethora of regulators involved in its regulation, the
relative importance of each regulator depending on
environmental pH and growth phase. These regulators
include: two phosphorelays, EvgAS (Masuda & Church,
2002) and TorRS (Bordi et al., 2003), the stationary phase
ss-factor (De Biase et al., 1999), the global regulators Crp
(Castanie´-Cornet & Foster, 2001) and H-NS (Hommais
et al., 2001), three AraC-like regulators, GadW (Ma et al.,
2002), GadX (Shin et al., 2001) and YdeO (Masuda &
Church, 2003), and the Era-like GTPase TrmE (Gong et al.,
2004). Central to the AR2 system is the activity of the LuxR-
like transcription regulator GadE, as most of the regulators
listed target gadE expression. The purpose of this complex
regulatory network is the regulation of the glutamate
decarboxylase genes gadA and gadB and the glutamate : c-
aminobutyric acid (GABA) antiporter gene gadC. The
combined activity of these three enzymes increases the
intracellular pH to levels compatible with E. coli survival (see
Foster, 2004 for a review).
This work shows that the basal activity of the response
regulator RcsB is essential for glutamate-dependent acid
resistance and reveals an intriguing relationship between the
activities of GadE and RcsB. In contrast, stimulation of
RcsB activity through either the RcsFCD phosphorelay
pathway or the RcsA pathway lowers the acid resistance. The
opposing effects of RcsB on acid resistance are both
mediated through the regulation of the gadA and gadBC
operons.
METHODS
Bacterial strains, plasmids and bacteriophages. Strains, plas-
mids and bacteriophages used in this study are described in Table 1.
The lgad transcriptional fusions were constructed in the cloning
vector pRS550, rescued in the phage lRS45 and installed as a single
copy on the chromosome by lysogenization to create strains
SK1593 (gadW–lacZ), SK2306 (gadAwt–lacZ) and SK2321 (gadAM–
lacZ) (Simons et al., 1987). Cloning fragments were generated by
PCR and cloned in the BamHI and EcoRI sites of pRS550. The
gadW moiety in the lgadW construct extended from 2400 to +30
relative to the ATG of the gadW gene. Limits for lgadAwt/M are
shown in Fig. 3(a). The gadA, gadB, gadX and gadE fusions were
described by Castanie´-Cornet & Foster (2001) and Ma et al. (2002,
2003); the limits for gadA and gadB are shown in Fig. 3(a). The
DrcsA : : cat, DrcsC : : cat and DrcsF : : cat mutations were constructed
as described by Datsenko & Wanner (2000). The whole ORFs were
deleted and replaced by the chloramphenicol resistance (cat) gene.
The constructs were checked by PCR and P1 transduced into the
appropriate strains.
Glutamate-dependent acid resistance assay. This assay was
described by Castanie´-Cornet et al. (1999). Cells were grown over-
night at 37 uC in Luria–Bertani rich medium supplemented with
0.4 % glucose (LBG), then diluted 1000-fold in pre-warmed, pH 2.5,
M9 medium salts containing 0.4 % glucose, supplemented or not
with 1.5 mM glutamate. After 0, 2 and 4 h, serial dilutions of the
cultures were spotted on regular Luria–Bertani broth (LB) plates.
After overnight growth at 37 uC, survival rates were determined as
the ratio between c.f.u. ml21 at 2 or 4 h and c.f.u. ml21 at 0 h. For
each assay, control experiments (acid sensitive) were performed by
challenging at pH 2.5 without glutamate (data not shown).
b-Galactosidase assay. Cells were grown in LBG at 37 uC. Unless
specified, overnight cultures were diluted 1000-fold and grown for
5–10 generations, prior to addition of 500 mM IPTG. The cultures
were sampled at different intervals for assay of b-galactosidase activ-
ities (Miller, 1992). For the experiment presented in Table 3, over-
night cultures were diluted 1 : 20 000 in fresh LBG and cultured at
37 uC with agitation until OD600 reached 0.3; they were then diluted
1 : 20 in LBG with or without 0.5 mM IPTG and after 2 h (OD600
~0.5), b-galactosidase activities were measured.
RESULTS
The response regulator RcsB is essential for
glutamate-dependent acid resistance
A possible relation between the Rcs phosphorelay and acid
resistance emerged from the observation that rcsA, the gene
encoding the accessory cofactor of the response regulator
RcsB, was directly regulated by GadE (Hommais et al.,
2004). As GadE is central to glutamate-dependent acid
resistance, we investigated a possible role of the Rcs system
in resistance to low pH. As shown in Fig. 1(a), the survival
rate of an rcsB mutant was three orders of magnitude lower
than that of the wild-type strain after 2 h of acid challenge
and no surviving cells (<0.001 %) were detected after 4 h,
indicating that a functional rcsB allele is required for
glutamate-dependent acid resistance. The implication of
RcsB in the AR2 system is specific since no effect of the rcsB
mutation was observed in acid resistance assays involving
the AR1 and AR3 systems (data not shown).
The contribution of RcsA to acid resistance was then tested
using a strain in which rcsA was deleted. No effect of this
mutation was observed (Fig. 1a), indicating that the
requirement for RcsB in acid resistance is not mediated
by RcsA and that under these experimental conditions, the
regulation of rcsA by GadE is not pertinent. We also tested
the contribution of the RcsB phosphorylation pathway
(RcsFCD). As shown in Fig. 1(a), the absence of any of the
genes of the phosphorelay did not affect acid resistance.
Therefore, either a third RcsB activation pathway is involved
or only basal RcsB activity is required for resistance to low
pH.
The basal RcsB activity is required for
glutamate-dependent acid resistance
To evaluate the RcsB activity under these experimental
conditions, the expression of two targets of RcsB, the cps and
bdm genes, was measured using lacZ transcriptional fusions
with their promoters. Regulation of the cps genes by RcsB is
modulated by the accessory factor RcsA (Stout et al., 1991)
whereas that of the bdm gene is not (Francez-Charlot et al.,
2005b). Each fusion was installed into the chromosome of
the strains tested as a single copy (Simons et al., 1987). The
b-galactosidase activity of the fusions was monitored after
overnight growth in glucose-supplemented LB broth. As
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Table 1. Bacterial strains, plasmids and phages used in this study
Relevant genotype Comment(s) or reference
Strains
MG1655 F2 l2 rph-1 Bachmann (1996)
CF6343 MG1655 DlacIZ(MluI) Parental to all SK/MPC strains
EF832 K-12 lac : : cat trpDC : : putPA1303-Km-gadB : : lacZ (2203 to +788) Castanie´-Cornet & Foster (2001)
EF833 K-12 lac : : cat trpDC : : putPA1303-Km-gadA : : lacZ (2165 to +788) Ma et al. (2002)
EF1106 K-12 DgadE : : Kn/pGadE Ma et al. (2003)
EF1334 K-12 lac : : cat gadX–lacZ J. W. Foster*
EF1357 K-12 lac : : cat trpDC : : putPA1303-Km-gadE–lacZ (2804 to +331) Ma et al. (2004)
DH339 DrcsD : : Kan Majdalani et al. (2005)
RH90 MC4100 rpoS-359 : : Tn10 Lange & Hengge-Aronis (1991)
SK2012 DrcsA : : cat This study
SK1898 DrcsB : : cat Francez-Charlot et al. (2005b)
SK1769 DrcsC : : cat This study
SK1938 W(wza–lacZ) Davalos-Garcia et al. (2001)
SK1940 W(bdm–lacZ) Francez-Charlot et al. (2005b)
SK1941 DrcsB : : cat W(wza–lacZ) SK1938+P1(SK1898)
SK1943 DrcsB : : cat W(bdm–lacZ) SK1940+P1(SK1898)
SK1593 W(gadW–lacZ) This study
SK2306 W(gadAwt–lacZ) (271 to +1) This study
SK2321 W(gadAM–lacZ) (271 to +1) This study
MPC104 DrcsD : : Kn CF6343+P1(DH339)
MPC173 DrcsF : : cat This study
MPC295 trpDC : : putPA1303-Km-gadA : : lacZ (2165 to +788) CF6343+P1(EF833)
MPC297 trpDC : : putPA1303-Km-gadB : : lacZ (2203 to +788) CF6343+P1(EF832)
MPC299 trpDC : : putPA1303-Km-gadE : : lacZ (2804 to +331) CF6343+P1(EF1357)
MPC301 trpDC : : putPA1303-Km-gadX–lacZ CF6343+P1(EF1334)
MPC303 DrcsB : : cat trpDC : : putPA1303-Km-gadA : : lacZ SK1898+P1(EF833)
MPC305 DrcsB : : cat trpDC : : putPA1303-Km-gadB : : lacZ SK1898+P1(EF832)
MPC307 DrcsB : : cat trpDC : : putPA1303-Km-gadE : : lacZ SK1898+P1(EF1357)
MPC309 DrcsB : : cat trpDC : : putPA1303-Km-gadX : : lacZ SK1898+P1(EF1334)
MPC321 rpoS : : Tn10 trpDC : : putPA1303-Km-gadA : : lacZ MPC295+P1(RH90)
MPC322 DrcsB : : cat rpoS : : Tn10 trpDC : : putPA1303-Km-gadA : : lacZ MPC303+P1(RH90)
MPC323 rpoS : : Tn10 trpDC : : putPA1303-Km-gadB : : lacZ MPC297+P1(RH90)
MPC324 DrcsB : : cat rpoS : : Tn10 trpDC : : putPA1303-Km-gadB : : lacZ MPC305+P1(RH90)
MPC344 DrcsB : : cat gadW–lacZ SK1593+P1(SK1898)
MPC325 DgadE : : Kn CF6343+P1(EF1106)
MPC327 DrcsB : : cat DgadE : : Kn SK1898+P1(EF1106)
Plasmids
pHRcsB pFAB1, W(PlacUV5–rcsB) in p15A vector, KnR SpR Carballes et al. (1999)
pHRcsA W(placUV5–rcsA) in p15A vector KnR SpR Davalos-Garcia et al. (2001)
pRS550 ColE1 derived cloning vector, ApR KnR Simons et al. (1987)
pGadE pQEgadE (plasmid expressing gadE under the control of
the IPTG-regulated phage T5 promoter), ApR
Ma et al. (2003); Masuda & Church (2003)
pPSG958 pTRC99A-6His Ptac–djlA Clarke et al. (1997)
Phages
lRS45 limm21 to rescue cloned fragments from pRS550 Simons et al. (1987)
lbdm1 W(bdm–lacZ) fusion in lRS45, KnR Francez-Charlot et al. (2005b)
lcps W(wza–lacZ) fusion in lRS45, KnR Davalos-Garcia et al. (2001)
lgadAwt and lgadAM W(gadA–lacZ) fusion in lRS45, Kn
R This study
*University of South Alabama College of Medicine, Mobile, Alabama 36695, USA.
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shown in Fig. 2a, when the Rcs phosphorelay was activated
by expression of djlA from the pSG958 plasmid, strong
induction of the expression of the cps–lacZ was observed and
this effect was strictly dependent on having a functional rcsB
allele. A similar induction was also observed when RcsB
activity was increased through the overproduction of RcsB
from the pHRcsB plasmid. In contrast, in the absence of
djlA- or rcsB-expressing plasmids, the activities in the wild-
type and rcsB backgrounds for the cps–lacZ fusion were low
(51 and 38 units, respectively) and not significantly different
(P>0.05), indicating that in the wild-type strain under
those growth conditions there was no significant induction
of RcsB activity. The expression of the bdm–lacZ fusion was
also stimulated by expressing either djlA or rcsB from
plasmids, although to a lesser extent with djlA (Fig. 2a). In
contrast, without these plasmids the expression of the fusion
remained low, and the observation that this expression was
twofold lower in the rcsB than in the wild-type backgrounds
(20 and 40 units, respectively) has to be interpreted as the
contribution of RcsB to the constitutive expression of bdm
in the wild type strain. Altogether, these results suggest that
the basal RcsB activity, i.e. the activity in uninduced growth
conditions, is necessary and sufficient for development of
resistance to low pH.
RcsB is required for the activation of gadA and
gadBC during the stationary phase of growth
The glutamate-dependent acid resistance AR2 system relies
on the glutamate decarboxylase activity encoded by either
gadA or gadB and on the glutamate : GABA antiporter
encoded by gadC. The decarboxylation of glutamate leads to
the production of CO2 and GABA, which are then expelled
from the cytoplasm. The reaction, by consuming H+ ions,
results in the elevation of the intracellular pH to a level
compatible with cell metabolism (see Foster, 2004). Since
the gadA and gadBC operons play a crucial role in this
process, we tested the expression of chromosome-inserted
gadA– and gadB–lacZ fusions in the rcsB background.
Table 2 and Fig. 2(b) show that the transcription of both
operons is dramatically reduced at the stationary phase of
growth in the rcsB mutant. This effect was complemented by
a plasmid expressing a functional rcsB allele through the
leaky activity of the placUV5 promoter (rcsB/pHRcsB strain
in Table 2). These results indicate that the basal RcsB activity
positively regulates gadA and gadBC transcription. Therefore
the essential role of RcsB in acid resistance is probably the
maintenance of an appropriate level of GadA and GadBC.
The data in Table 2 also show that the increase in gadA
expression during the stationary phase of growth is still
observed in the rpoS background: the magnitude of the effect
was in the same order as that in the wild-type background
(46-fold and 100-fold in early stationary phase, and 88-fold
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Fig. 1. Glutamate-dependent acid resistance tests. The
means±SD of at least three independent assays are presented.
Overnight cultures in LBG medium were diluted 1000-fold in
M9 medium (pH 2.5) supplemented with 1.5 mM glutamate
then spotted on LB plates after 0, 2 and 4 h. Percentage survi-
val is calculated as the ratio between c.f.u. ml”1 remaining after
2 h (light grey bars) or 4 h (dark grey bars) and c.f.u. ml”1 at
time zero. (a) Effect of rcs mutations on glutamate-dependent
acid resistance. Strains tested were CF6343 (wild-type),
SK1898 (rcsB), SK1769 (rcsC), MPC173 (rcsF), MPC104
(rcsD) and SK2012 (rcsA). (b) GadE and RcsB are both
required for glutamate-dependant acid resistance. Overnight
cultures in LBG medium with (black bars) or without (grey
bars) 0.5 mM IPTG, were acid challenged. Percentage survival
is calculated as the ratio between c.f.u. ml”1 remaining after
2 h and c.f.u. ml”1 at time zero. Strains tested and relevant
genotypes are indicated below the graph. The presence in the
strain of plasmids expressing either RcsB (pHrcsB) or GadE
(pGadE) is indicated below the graph. (c) Activation of RcsB
negatively affects glutamate-dependant acid resistance. The
wild-type strain, CF6343, with or without pHRcsB, pPSG958
or pHRcsA, was cultured in LBG with (+) or without (”)
0.5 mM IPTG.
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and 172-fold in late stationary phase, respectively). Similar
results were obtained with the gadB fusion (Table 2).
Therefore the dramatic activation of gadAB expression is
only modestly mediated by RpoS. We note that this increase
during the transition from exponential to late stationary
phase was significantly reduced in the rpoS rcsB double
mutant (sixfold) but not totally abolished. This result
indicates that, under these conditions, other factors
contribute to the regulation of the gad genes.
RcsB-dependent regulation of gadABC is not
mediated by the regulation of gadEWX genes
The expression of gadA and gadBC is regulated by a complex
network involving notably the GadE, GadW and GadX
regulators (Ma et al., 2003; see Foster, 2004). It was
conceivable that the RcsB effect was mediated by one of
these regulators. In order to test this possibility, the activity
of chromosomal lacZ fusions to the promoters of gadE,
gadW and gadX was monitored. As shown in Fig. 2(b),
whereas the activation of gadA and gadB is lost in the rcsB
background, no effect of this mutation on the expression of
gadE– and gadX–lacZ was seen. A 25 % reduction of gadW–
lacZ fusion expression was observed in the rcsB strain,
leaving the possibility that RcsB might activate gadAB
expression through gadW. This is however unlikely, as
GadW was reported to be a negative regulator of gadAB
expression (Ma et al., 2002, 2003; Tucker et al., 2003). In
addition, a gadW mutant was reported to resist acid as well
as a wild-type strain (Tucker et al., 2003). Altogether these
results indicate that the regulation of gadABC by RcsB is not
mediated through the modulation of the transcription of
gadE, gadX or gadW.
Both RcsB and GadE are required for acid
resistance
Although GadE, GadX and GadW are together involved in
glutamate-dependent acid resistance, the requirement for
GadX or GadW can be overcome by overproduction of
GadE, whereas the opposite is not true. In addition, the acid
induction of gadABC expression is primarily due to the acid
induction of gadE transcription (Ma et al., 2003). Therefore
GadE appears to be the key player in acid resistance.
Strengthening the central role of GadE, Fig. 1(b) shows that
the low survival rate of the gadE mutant cannot be overcome
by the production of RcsB from plasmid pHRcsB. More
importantly, the acid sensitivity of the rcsB mutant cannot
be suppressed by overproduction of GadE from a plasmid-
borne gene. Therefore both GadE and RcsB are absolutely
required for glutamate-dependent acid resistance. As
expected, the rcsB gadE double mutant was sensitive to
acid. This sensitivity can only be suppressed when both
regulators are overproduced (Fig. 1b).
Both RcsB and GadE are required for activation
of gadABC expression
The expression of gadE from pGadE strongly stimulates the
transcription of gadA and gadBC operons in the wild-type
background, as expected from previous reports (Table 3a,
MPC295 and 297). The GadE-dependent regulation
requires a 20 bp GadE box located upstream of the gadA/
B promoters (Castanie´-Cornet & Foster, 2001, Fig. 3a). As
expected, gadA– and gadB–lacZ fusions lacking sequences
upstream of the GadE box were still regulated by GadE
(Table 3b, SK2306), whereas the same constructs in which a
single substitution was introduced into the GadE box
displayed dramatically lower activity and no longer
responded to GadE overproduction (gadA–lacZ fusion in
Table 3b, SK2321). Interestingly, expression of the wild-
type gadA/B–lacZ fusions was also lower in the rcsB
background and was also unaffected by the overproduction
of GadE (Table 3a, MPC303 and 305). Therefore activation
of gadA/BC expression by GadE requires both the GadE box
and a functional rcsB allele. This result agrees with the
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Fig. 2. (a) Expression of cps–lacZ and bdm–lacZ fusions after
overnight growth in LBG. The means±SD of at least three
independent b-galactosidase assays are presented. Strains
tested for cps fusions were SK1938 (wild-type) and SK1941
(rcsB), and for bdm fusions SK1940 (wild-type) and SK1943
(rcsB). These strains did or did not contain rcsB- or djlA-
expressing plasmids (pHRcsB or pPSG958 respectively) as
indicated below the graph. (b) Effect of rcsB mutation on
gadA, gadBC, gadE, gadX and gadW transcription. b-
Galactosidase activities were measured after overnight growth
in LBG. The means±SD of at least three independent assays
are presented. In both panels, wild-type background is indi-
cated by open bars and rcsB background by grey bars.
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absence of suppression of the sensitivity of the rcsB mutant
to acid by the overproduction of GadE.
Activation of the RcsCDB phosphorelay
represses gadABC genes and lowers acid
resistance
If RcsB positively contributes to the basal level of gadABC, one
might expect that increased activity of RcsB would stimulate
the expression of those genes. However, unexpectedly,
expression of gadA/B–lacZ fusions in strains overproducing
RcsB from plasmid pHRcsB, after addition of IPTG
(0.5 mM), was dramatically lower than in the wild-type
control sample, 11.2-fold and 11.6-fold for gadA–lacZ and
gadB–lacZ fusions, respectively (Table 2). In addition,
expression of gadE, gadW and gadX fusions was also
negatively affected by the overproduction of RcsB, although
to a minor extent (data not shown). Therefore the activation
of RcsB has a general negative effect on the expression of the
gad genes. Accordingly, under those conditions, the
Fig. 3. gadA and gadB regulatory region. (a) Sequences of the gadAB regulatory regions and limits of the gad–lacZ fusions
are shown. The single substitution from G to C in the 20 nucleotide GadE box is indicated. (b) Alignment of the sequence of
the GadE box to that of the RcsAB box of the rcsA regulatory region (Wehland & Bernhard, 2000; our unpublished results).
Conserved bases are boxed.
Table 2. Effect of rcsB and rpoS on gadA and gadBC transcription
gadA and gadB transcriptional fusions in wild-type (WT) (MPC295 and MPC297), in rcsB (MPC303 and MPC305), in rpoS (MPC321 and
MPC323) and in rpoS rcsB background (MPC322 and MPC324) were used (see Table 1). Cultures were grown in LBG medium.
Exponential phase, OD600 ~0.5; early stationary phase, OD600 ~2.5; late stationary phase, after overnight growth. Experiments were done
in triplicate; the means expressed in Miller units are presented. ND, Not determined.
Growth phase gadA–lacZ fusion gadB–lacZ fusion
wt rcsB rcsB+pHRcsB rpoS rpoS rcsB wt rcsB rcsB +pHRcsB rpoS rpoSrcsB
Exponential 47 17 39* 43 14 24 25 28* 49 23
Early stationary 4657 88 2247* 1969 49 1777 139 1637* 1031 68
Late stationary 8187 172 6950* 3806 87 4119 270 3394* 2112 105
Late stationary 0.5 mM IPTG ND ND 730D ND ND ND ND 354D ND ND
*Expression of rcsB from the leaky activity of lacUV5p promoter in pHRcsB.
DExpression of rcsB after induction of the lacUV5p promoter in pHRcsB with 0.5 mM IPTG.
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glutamate-dependent acid resistance of a wild-type strain
decreased by 1.5 log following 4 hours of acid challenge
(Fig. 1c, dark grey bars). Because this effect could be
misleading due to the overproduction of RcsB beyond a
physiological range, the same test was performed by
activating the RcsCDB phosphorelay through the expression
of djlA: an even stronger reduction of acid resistance was
observed (Fig. 1c, dark grey bars). We therefore conclude
that the activation of RcsB has a negative effect on acid
resistance. Overproduction of the RcsB accessory cofactor
RcsA also represses the expression of gadA/B, although
modestly (approximately twofold; data not shown).
Accordingly, under those conditions, the resistance of the
strain to acid was slightly lower than that of the wild-type
(50 % versus 100 %, Fig. 1c).
DISCUSSION
Although conserved in enterobacterial species and involved
in the regulation of potentially 2.5 % of the genome of E. coli,
clues as to the role of the Rcs system in adaptation to the
environment are limited. To elucidate these roles we took
advantage of known information on the regulation of the
Rcs system. The report that RcsB accessory factor gene rcsA
was positively regulated by GadE, a key transcription
regulator for the glutamate-dependent acid resistance AR2
system (Hommais et al., 2004), led us to investigate a
potential role of the Rcs system in acid resistance. This study
has brought to light the opposing dual roles of the Rcs
system in acid resistance: the basal activity of the response
regulator RcsB (due to the unphosphorylated form of the
protein, to the basal pool of phosphorylated forms, or to a
combination of both) is absolutely required for the
glutamate-dependent acid resistance system, whereas the
activation of RcsB, either through the RcsCD phosphorelay
or through RcsA, reduces the cell’s potential to resist low
pH. Both activities are mediated by the activation and
repression of the expression of the glutamate decarboxylase
isoenzyme genes gadA/gadB and the glutamate : GABA
antiporter gene gadC. Enterobacteria such as E. coli have
to cope with low pH in the gastrointestinal tract. To the best
of our knowledge, this is the first report of an essential role
for the Rcs system in adaptation to a pertinent environ-
mental condition.
The stationary phase and the acid induction of gadA/B
expression are primarily due to the increase in gadE
expression under both conditions. Accordingly, a gadE
mutant is sensitive to low pH (Ma et al., 2003; Weber et al.,
2005; this study). This work shows that the activity of GadE
in acid resistance is absolutely dependent on a functional
rcsB allele. Since the acid sensitivity of either gadE or rcsB
mutants cannot be cross-suppressed by plasmids expressing
either rcsB or gadE, it is likely that GadE and RcsB act at the
same step in the pathway leading to acid resistance. Acid
resistance is correlated with the ability of both regulators to
activate the expression of the gadA and gadBC operons
during the stationary phase of growth. The activation of
gadA/B expression by GadE requires a GadE-binding box
upstream of the promoter (Castanie´-Cornet & Foster, 2001;
Ma et al., 2003). Deletion and mutation analyses of gadA/BC
regulatory regions did not reveal a motif that would
specifically affect RcsB-dependent activation without affect-
ing that of GadE. This result could suggest that GadE- and
RcsB-activating motifs are intimately overlapping, prevent-
ing their dissection by mutations. The observation of
similarities at the sequence level between the left part of the
gadA/gadB GadE boxes and the RcsAB box in the regulatory
region of rcsA (Fig. 3b) might support this hypothesis.
Although the functional significance of this sequence
similarity needs to be experimentally tested, the observation
that the GadE regulon (Hommais et al., 2004) and the RcsB
regulon do not significantly overlap (Ferrie`res & Clarke,
2003; Hagiwara et al., 2003) nevertheless indicates that GadE
does not regulate all RcsB-dependent promoters and vice
versa.
This study shows that only the basal RcsB activity is essential
to acid resistance. The form of the protein that contributes
to this basal activity is an open issue. In Salmonella enterica
serovar Typhimurium, the response regulator OmpR,
independently of its cognate kinase EnvZ, is required for
Table 3. RcsB (a) and the GadE box (b) are required for the regulation of gadAB by GadE
See Table 1 for description of the strains. Experiments were done in triplicate (a) or duplicate (b) and the means expressed in Miller units
are presented with standard deviations. In (b) a plasmid expressing gadE from the IPTG-regulated phage T5 promoter was used.
(a) MPC295 MPC303 MPC297 MPC305
gadA–lacZ
(”165 to +788)+pGad
gadA–lacZ(”165 to +788)
DrcsB : : Cm+pGadE
gadB–lacZ
(”203 to +788)+pGadE
gadB–lacZ(”203 to +788)
DrcsB : : Cm+pGadE
2IPTG 74±1 27±1 87±1 33±1
+IPTG 7999±305 12±0 2845±32 33±1
(b) SK2306 SK2321
lgadAwt–lacZ (”71 to +1)+pGadE lgadAM–lacZ (”71 to +1)+pGadE
2IPTG 71±14 37±3
+IPTG 526±25 30±4
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the stationary-phase acid tolerance response. However,
OmpR still needs to be activated, probably by receiving a
phosphoryl group from acetyl phosphate (Bang et al., 2000).
Evidence exists that RcsB can also be activated through
phosphorylation by acetyl phosphate, notably when the
phosphatase activity of the sensor RcsC is missing
(Fredericks et al., 2006; Majdalani et al., 2005; our
unpublished data). However, in the ackA pta strain, where
there is no production of acetyl phosphate, or in the rcsC ack
pta triple mutant, acid resistance is maintained (data not
shown). If the basal RcsB activity depends on the
phosphorylated form of the protein, then a third phosphor-
ylation pathway (parallel to those of RcsC and acetyl
phosphate) must exist as already suggested by Majdalani
et al. (2005) and Fredericks et al. (2006). Alternatively, the
unphosphorylated form of RcsB might have a regulatory
activity on its own.
The increased activity of RcsB, either by the activation of the
RcsCD phosphorelay or by the overproduction of the
accessory cofactor RcsA, diminishes resistance to acid. This
effect is through a general negative regulation of the
expression of the gad genes. While still an open issue, the
role of this negative regulation might be to prevent costly
runaway expression of the gad genes, or to shut off the
response, once the acid stress is over. This could be crucial
for the bacteria, for instance, once the gastric acid barrier is
passed, in order to efficiently settle into the less acidic
intestinal environment. Any of these hypotheses might then
explain the reported activation of rcsA expression by GadE
that leads to the activation of RcsB activity, and conse-
quently, via a feedback loop, to the repression of the gad
genes.
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Chapitre 2. Régulation du gène rcsA 
 
 
Une originalité du système Rcs est la protéine RcsA, co-facteur accessoire instable du 
régulateur de réponse RcsB. RcsA active spécifiquement RcsB pour la transcription de 
certains gènes. Au sein du régulon Rcs, on distingue donc des cibles RcsA-indépendantes et 
des cibles RcsA-dépendantes. A ce jour, les cibles RcsA-dépendantes identifiées chez E. coli 
sont : les gènes de synthèse de l’acide colanique cps (Stout & Gottesman 1990), l’opéron 
yjbEFGH responsable de la synthèse d’exopolysaccharide (EPS) (Ferrières et al., 2007), 
l’opéron flhDC, codant pour le régulateur maître de la synthèse des flagelles (Francez-
Charlot et al., 2003 ; pour revue, voir Francez-Charlot et al.,, 2005), les deux opérons de 
synthèse des curli csgBA et csgDEFG (Vianney et al., 2005) et enfin, le gène rcsA, qui 
s’autorégule positivement (Ebel & Trempy 1999). Les opérons flhDC et csgBA/DEFG sont 
les seuls exemples de régulation négative par le système Rcs. Le mécanisme d’action du 
cofacteur RcsA sur ses cibles est encore mal compris. Les données de la littérature suggèrent 
qu’il agisse avec RcsB sous forme d’hétérodimère (Kelm et al., 1997). Sa fixation directe à 
l’ADN reste néanmoins à démontrer. De même, son rôle biologique n’est pas clair. Il 
semblerait qu’il soit impliqué dans la survie de la bactérie hors de l’hôte (i.e à des 
températures inférieures à 37°C) (Kelm et al., 1997) et qu’il soit, au contraire, un handicap à 
la virulence chez l’hôte (Lopez-Torres & Stout 1996; Hanna et al., 2003; Sun et al., 2008). 
Le rôle de RcsA au sein du système Rcs reste peu documenté. Sa capacité à activer 
RcsB indépendamment de la voie RcsFCD pourrait permettre d’intégrer des signaux 
différents de ceux perçus par le phosphorelais, comme les températures faibles. Cela pourrait 
être un moyen économique de répondre à des stress en utilisant une protéine (RcsB) d’un 
système déjà existant (le phosphorelais Rcs). Cette vision opportuniste de RcsA est étayée par 
l’analyse, dans l’équipe, de l’histoire évolutive des protéines Rcs, qui semble indiquer que 
RcsA a eu une histoire évolutive différente de celle du phosphorelais (Darbo et al.,, données 
non publiées). Un autre intérêt de RcsA serait de connecter le système Rcs à d’autres système 
de régulation comme celui de la réponse acide contrôle par GadE. D’un point de vue 
dynamique, il pourrait moduler le développement de la réponse Rcs par sa capacité à activer 
préférentiellement la forme phosphorylée de RcsB et à maintenir une activité RcsB après la 
disparition du signal. Cette dernière hypothèse a fait l’objet d’une partie de mes travaux de 
thèse, présentés dans ce chapitre. 
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Figure 42. Comparaison entre RcsA et RcsB. A. Localisation des motifs HTH de RcsA et RcsB ainsi 
que du domaine receveur (REC) de RcsB (BlastP, NCBI). B. Alignement des séquences protéiques de 
RcsA et RcsB (AlignP, Infobiogen). Les acides aminés D56 et K109 de RcsB conservés chez RcsA sont 
en gras. Les deux hélices α formant le motif HTH sont encadrées en vert et les acides aminés de RcsB 
importants pour la reconnaissance de la boîte RcsAB sont soulignés (Pristovsek et al., 2003).  
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I. La protéine RcsA 
 
I.1 RcsA a un rôle accessoire potentialisant l’activité de RcsB 
 
RcsA a été initialement identifiée comme un activateur transcriptionnel des gènes cps 
de synthèse de la capsule chez Escherichia coli. En effet, une mutation rcsA, comme une 
mutation rcsB, diminue l’expression d’une fusion cps::lacZ (Gottesman et al., 1985). La 
délétion du gène rcsA peut être compensée par la surproduction de protéine RcsB, indiquant 
que RcsB peut activer la transcription des gènes cps indépendamment de RcsA. Par contre, la 
surexpression de RcsA dans une souche mutée pour rcsB ne restaure pas la synthèse de la 
capsule (Brill et al., 1988). L’activité de RcsA est donc strictement dépendante de celle de 
RcsB. Les mêmes résultats ont été obtenus pour la régulation de l’opéron flhDC (Francez-
Charlot et al., 2003) et de rcsA (Francez-Charlot, thèse 2005). RcsA est donc considérée 
comme un cofacteur accessoire de RcsB. Cependant en conditions de non surexpression de 
RcsB, la présence de RcsA potentialise l’activité de RcsB in vivo. Ceci a été confirmé in vitro 
par une analyse par Surface Plasmon Resonance (SPR) sur les promoteurs des gènes cps de 
synthèse de la capsule chez E. coli et leurs équivalents chez les phytopathogènes Erwinia 
amylovora et Pantoea stewartii. Le KD du complexe ADN-RcsB diminue d’un facteur ~10 et 
sa demi-vie passe d’une seconde à plusieurs minutes lorsque RcsA est ajouté dans la réaction 
en concentration équimolaire à RcsB (Pristovsek et al., 2003) 
 
I.2 RcsA, description et mode d’action 
 
Le gène rcsA code pour une protéine cytoplasmique de 207 acides aminés et de poids 
moléculaire 23,5 kDa. RcsA ne présente aucune homologie avec les protéines des bases de 
données (BlastP). Cependant 3 éléments suggèrent que RcsA soit un régulateur de réponse 
dégénéré: une taille de l’ordre de 200 acides aminés, une structure secondaire constituée, 
dans son domaine N-terminal, d’une alternance d’hélices alpha et de feuillets bêta typique du 
domaine receveur des régulateurs de réponse (c.f introduction) et la présence de deux des 
cinq acides aminés critiques pour la phosphorylation (D56, site de phosphorylation et K109, 
impliquée dans le changement de conformation induit par la phosphorylation) (figure 42)  
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Figure 43. Les boîtes RcsB et RcsAB d’E. coli. A. Alignement des boîtes RcsB et RcsAB 
identifiées chez E. coli. Les trois nucléotides conservés sont surlignés. B. Positionnement des boîtes  
RcsB et RcsAB par rapport aux promoteurs. Rectangle vert foncé, hexamère -35; rectangle vert 
clair, hexamère -10.
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–
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(West & Stock 2001). De plus, sa partie C-terminale possède un motif HTH putatif de liaison 
à l’ADN de la famille FixJ/LuxR (Stout et al., 1991). RcsA et RcsB semblent reconnaître le 
même motif ADN. En effet l’activité de régulation de RcsA associé à RcsB nécessite une 
séquence d’ADN spécifique dénommée boîte RcsAB. Des expériences in vitro avec des 
matrices mutagénisées menées chez E. amylovora ont permis de définir cette boîte et de 
montrer que seule la présence simultanée des deux protéines permet la formation d’un 
complexe avec l’ADN (visualisé par retard sur gel) (Wehland et al., 1999). La structure de la 
boîte RcsAB (14 nucléotides en deux demi sites inversés) suggère la fixation d’un 
hétérodimère RcsB-RcsA, avec chaque monomère reconnaissant un des demi-sites de la boîte 
RcsAB. Un travail ultérieur sur la répression du promoteur de l’opéron flhDC par RcsB et 
RcsA suggère que les déterminants nécessaires à l’activité RcsA sont situés sur la partie 
droite de la boîte RcsAB. En effet, la délétion de la partie droite de la boîte RcsAB rend une 
fusion flhD ::lacZ insensible à la surproduction de RcsA alors qu’elle répond toujours à RcsB 
(Francez-Charlot et al., 2003). Pourtant, bien que la participation de RcsA au complexe 
tripartite (RcsA-RcsB-ADN) ait été prouvée, il existe un doute quant à la fixation directe de 
RcsA à l’ADN. Tout d’abord, le motif HTH putatif de RcsA (figure 42) ne présente pas les 
acides aminés qui, dans le cas de celui de RcsB, sont supposés contacter l’ADN (Pristovsek 
et al., 2003). De plus, la fixation de RcsA seule à la boîte RcsAB n’a jamais été observée in 
vitro, que ce soit lors d’expériences de retard sur gel ou d’empreinte à la DNaseI 
contrairement à celle de RcsB (Kelm et al., 1997; Davalos-Garcia et al., 2001; Francez-
Charlot et al., 2003), données du laboratoire). D’autre part, la taille des empreintes obtenues 
lors d’expérience de protection avec His(6)-RcsB seule, ou avec un mélange His(6)-RcsB + 
Mal-RcsA est la même, bien qu’un homodimère RcsB2 ait un PM ~ 46 kDa contre ~ 80 kDa 
pour l’hétérodimère RcsA-RcsB. Cette observation pourrait suggérer que RcsA ne contacte 
pas directement l’ADN (Francez-Charlot et al., 2003). Enfin, le dernier argument remettant 
en cause la fixation directe de RcsA à l’ADN est l’absence de différence notable dans la 
séquence des boîtes RcsAB et les boîtes strictement RcsB. En effet, ces deux types de boîtes 
sont composés de 14 nucléotides (riches en AT) répartis en deux hémi sites imparfaitement 
répétés inversés avec un même consensus GA(5N)C (figure 43). Leur seule différence 
semble résider dans leur positionnement par rapport au promoteur du gène concerné. Les 
boîtes RcsAB se situent à plusieurs dizaines de nucléotides en amont du promoteur 
(exception faite pour la seule répression connue, i.e sur le gène flhD, cas où la boîte RcsAB 
se situe en aval) alors que les boîtes RcsB se positionnent immédiatement en amont de la 
boîte -35. Des expériences préliminaires du laboratoire ont montré que le déplacement d’une  
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Figure 44. Prédiction de structure secondaire du petit ARN non codant DsrA. La 
région complémentaire de l’ARNm de hns est entourée en vert. M-Fold (M. Zucker).
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boîte RcsAB à l’emplacement d’une boîte RcsB la rend strictement RcsB dépendante mais 
RcsA-indépendante, soulignant effectivement l’importance du positionnement plus que la 
séquence dans la discrimination entre boîtes RcsAB et RcsB.  
 
I.3 Rôle biologique de RcsA 
 
La protéine RcsA est instable (demi-vie inférieure à 1 minute), notamment due à sa 
protéolyse par Lon (demi-vie de 30 minutes dans une souche lon) (Torres-Cabassa & 
Gottesman 1987; Stout et al., 1991) et, dans une moindre mesure, par ClpYQ (Kuo et al., 
2004). La dégradation de RcsA par la protéase ATP-dépendante Lon serait stimulée par la 
chaperonne de choc thermique DnaJ (Jubete et al., 1996). En se basant sur l’observation que 
dans un mutant dnaJ la demie vie de RcsA augmente, et qu’elle s’accumule sous forme 
d’agrégats, les auteurs proposent un modèle selon lequel DnaJ aiderait Lon à dégrader RcsA 
en maintenant cette dernière dans une conformation soluble. D’un autre côté, en fixant RcsA, 
ces chaperonnes lui permettent de garder une conformation active qu’elle perd lors de 
l’agrégation. Notons que RcsA n’a besoin des chaperonnes qu’en absence de RcsB, 
suggérant que le maintien d’une conformation active de RcsA requière l’association à un 
partenaire protéique, soit les chaperonnes, soit RcsB (voir Gottesman 1995). 
L’analyse de l’interaction de RcsA et RcsB sur le promoteur ams de synthèse de 
l’amylovoran (polysaccharide de capsule) de E. amylovora, réalisée en condition hétérologue 
chez E. coli, montre une activité accrue de RcsA à basse température. En effet, RcsA purifiée 
à 28°C présente plus d’affinité pour l’ADN que la même protéine purifiée à 37°C (Kelm et 
al., 1997). Les auteurs suggèrent qu’à une température élevée, RcsA serait moins active du 
fait de l’absence de certains liens covalents température-dépendants et/ou en raison d’une 
conformation non optimale. 
Enfin, il est à noter que la transcription du gène rcsA est régulée négativement par H-NS 
(Histone-like Nucleoid Structuring protein), régulateur global qui éteint l’expression de 
nombreux gènes bactériens. Cette régulation négative de rcsA est antagonisée à basse 
température par le produit du gène dsrA (Sledjeski & Gottesman 1995). Celui-ci 
(downstream region) est situé juste en aval de rcsA et est transcrit de manière convergente à 
lui. Il code pour un petit ARN non traduit de 85 nucléotides structuré en trois tige-boucles 
(figure44). La tige-boucle centrale interagit avec l’ARNm de hns, accélérant sa dégradation 
avec pour conséquence la diminution de la concentration intracellulaire de H-NS (Lease & 
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Belfort 2000). L’activité de DsrA à basse température est due à la fois à une plus forte 
expression et à une plus grande stabilité. La demie-vie de DsrA à 25°C est de l’ordre de 23 
minutes contre 4 minutes à 37°C ou 42°C (Repoila & Gottesman 2001; 2003). 
Les éléments de régulation transcriptionnels et post-traductionnels convergent vers une 
activité de RcsA plus importante à basse température et concordent avec le fait qu’en 
conditions standards, mais aussi dans une souche lon-, la production de la capsule n’est 
observable qu’en dessous de 30°C (Kelm et al., 1997). Ces données réunies suggèrent un rôle 
de RcsA dans la protection de la bactérie en dehors de l’organisme hôte (mammifère, 
généralement autour de 37°C). Cette hypothèse semble confirmée par le fait que la capsule 
d’acide colanique n’est pas indispensable, voire atténue la pathogénicité chez les E. coli 
uropathogènes (Lopez-Torres & Stout 1996; Hanna et al., 2003) et que RcsA n’intervient pas 
dans la survie de Salmonella enterica serovar Typhimurium chez la souris (Erickson & 
Detweiler 2006). Récemment, il a été montré que la perte de rcsA par sélection négative était 
nécessaire au pouvoir infectieux de Y. pestis (Sun et al., 2008). Y. pestis a récemment évolué 
à partir de Y. pseudotuberculosis. Chez cette dernière, Y. pseudotuberculosis, RcsA et RcsB 
sont fonctionnels et régulent négativement la formation des biofilms. Or, chez Y. pestis, 
bactérie hautement pathogène, la formation de biofilms est importante pour la dissémination. 
En effet, Y. pestis utilise la puce pour vecteur d’infection et développe, au sein de son tractus 
digestif, un biofilm qui empêche le sang d’atteindre son estomac, poussant la puce à piquer 
de plus en plus d’animaux pour assouvir sa faim, propageant l’infection.  
 
I.4 RcsA exemple unique ? 
 
Les systèmes à deux composants utilisant des co-facteurs sont rares. A ma connaissance, 
hormis le système Rcs, on ne connaît que trois exemples : le système BvgAS impliqué dans 
la transcription des gènes de virulence de Bordetella pertussis, le système TorSR permettant 
la respiration anaérobie d’E.coli en présence de TMAO ou encore le système ComPA 
responsable du développement de la compétence chez B. subtilis. Néanmoins, aucun de ces 
co-facteurs ne présente un mode d’action identique à celui de RcsA envers RcsB.  
Le locus bvgAS de B. pertussis code pour un système à deux composants composé d’un 
senseur, BvgS et d’un régulateur de réponse, BvgA. Ce locus est impliqué dans l’activation 
de nombreux gènes de virulence chez B. pertussis, agent étiologique de la coqueluche (e.g 
fha, bvg, ptx, cya). Dans les mêmes conditions d’activation, le système BvgAS réprime des 
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gènes de fonction inconnue, les gènes vrg (vir-repressed genes). Cette répression est 
strictement dépendante de BvgAS mais nécessite un co-facteur BvgR (Bordetella virulence 
gene Repression). Celui-ci fixerait un motif ADN en aval de l’ATG, différent de celui de 
BvgA. Le gène bvgR est situé immédiatement en aval du locus bvgAS et est transcrit de 
manière convergente. Sa transcription est positivement régulée par BvgA (Merkel & Stibitz 
1995; Merkel et al., 1998; 2003). Contrairement à RcsA, BvgR est indispensable à la 
répression des gènes bvg et n’agit que dans le cadre d’une répression. 
En conditions d’anaérobiose, E. coli peut utiliser le TMAO comme accepteur final 
d’électrons. La réduction du TMAO en trimethylamine (TMA) est principalement réalisée 
par la réductase TMAO. Ce système est codé par l’opéron torCAD qui est activé en présence 
de TMAO. Cette régulation implique un système à deux composants complexe comprenant 
TorS, un senseur HK non orthodoxe, et TorR, un régulateur de réponse activateur 
transcriptionnel de la famille OmpR. En présence de TMAO dans l’environnement, le 
senseur TorS s’autophosphoryle et transfère ce groupement phosphoryle à TorR via un 
phosphorelais complexe His-Asp-His-Asp. Ainsi activé, TorR peut se fixer sur les boîtes Tor 
situées en amont de l’opéron torCAD induisant son expression par recrutement de l’ARN 
polymérase. M. Ansaldi et ses collaborateurs (2004) ont mis en évidence un nouveau type 
d’inhibiteur de régulateur de réponse. TorI est une protéine d’origine phagique qui est 
capable de se lier au domaine effecteur (C-terminal) de TorR pour réprimer l’expression de 
l’opéron torCAD. L’interaction de TorI avec TorR n’entrave pas la fixation de ce dernier à 
l’ADN mais empêche le recrutement de l’ARN Polymérase. TorI n’est pas seulement un 
régulateur transcriptionnel dédié à réprimer TorR mais appartient également à une famille 
atypique d’excisionases de phages (Elantak et al., 2005). Dans cet exemple, le cofacteur du 
régulateur de réponse inhibe son action en l’empêchant de recruter l’ARN Polymérase sur le 
promoteur de ses gènes cibles. De nouveau, contrairement à RcsA, le cofacteur présenté 
antagonise fonctionnellement le régulateur de réponse TorR. 
La famille des protéines Rap de B. subtilis est caractérisée par des modules d’interaction 
protéine-protéine contenant des tetratricopeptides répétés (TPR). Les TPR de RapC, RapF et 
RapH médient leur interaction avec des pentapeptides inhibiteurs qui leur sont spécifiques : 
PhrC, PhrF et PhrH. Mais, comme nous l’avons vu en introduction, les TPR de ces protéines 
Rap peuvent aussi lier le régulateur de réponse ComA responsable du développement de 
l’état de compétence. En fixant ComA, RapC, RapF et RapH empêchent le régulateur de 
réponse de se lier à l’ADN de sa cible. La liaison Rap-ComA peut être spécifiquement 
inhibée par le pentapeptide correspondant (Core & Perego 2003; Bongiorni et al., 2005; 
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Smits et al., 2007). Dans cet exemple, le cofacteur du régulateur de réponse inhibe sa fixation 
aux gènes cibles, permettant d’empêcher le développement de la compétence lorsque qu’elle 
n’est pas requise. A nouveau, comme TorI et contrairement à RcsA, ces cofacteurs 
antagonisent l’activité du régulateur de réponse. 
 
Avec RcsA, deux autres protéines ont été décrites comme interagissant avec RcsB: TviA 
chez Salmonella enterica serovar Thyphi et RmpA chez Klebsiella pneumoniae. Leur rôle 
positif dans la virulence laisse entrevoir un modèle selon lequel RcsB utiliserait des co-
facteurs différents selon que la virulence doit être mise en place ou non. Chez S. enterica 
serovar Typhi, l’expression de l’antigène Vi de capsule est indispensable à la survie des 
cellules dans les macrophages humains. La synthèse de cet antigène est régie par le cluster de 
gènes viaB. Chez Salmonella, RcsB vraisemblablement associée à TviA, active la 
transcription du cluster indépendamment de RcsA. Contrairement à RcsA, TviA n’est pas 
dégradée par Lon (Virlogeux et al., 1996). Plus récemment, il a été démontré que le couple 
RcsB-TviA active la transcription du cluster pil, responsable de la synthèse des pili de type 
IVB indispensables à la virulence (Lee et al., 2006). Chez K. pneumoniae, naturellement 
mucoïde, la capsule est nécessaire à la virulence. L’expression de cette capsule est sous 
contrôle d’un plasmide. La protéine RmpA codée par un gène de ce plasmide est suffisante 
pour permettre la synthèse d’acide colanique chez E. coli via l’activation de RcsB, suggérant 
que RmpA peut se substituer à RcsA (Nassif, Fournier et al., 1989; Nassif, Honoré et al., 
1989; Vasselon et al., 1991; Wacharotayankun et al., 1992). La comparaison des séquences 
protéiques de RcsA, TviA et RmpA ne montre aucune similarité significative de séquence 
(Blastp NCBI & Clustal W). 
Au vu des données de la littérature, le modèle qui se dégage est que RcsA est utilisé en 
association avec RcsB dans les cas où la virulence n’est pas nécessaire (voire quand il faut la 
diminuer) alors que la mise en place des déterminants de virulence fait appel à d’autres co-
facteurs tels que TviA ou RmpA. Ainsi, un même régulateur de réponse pourrait s’associer à 
différents co-facteurs en fonction des besoins de la cellule, évitant la nécessité d’une protéine 
dédiée à chaque stimulus. 
I.5 Conservation 
Les protéines principales du système, i.e RcsCDB, ainsi que RcsF sont conservées chez 
E. coli, Shigella spp, S. Typhi et Typhimurium, Klebsiella pneumoniae, Photorhabdus 
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luminescens, Proteus mirabilis, Yersinia spp et Erwinia spp. (Darbo et al.,, données non 
publiées). RcsA en revanche, n’est pas retrouvé chez E. carotovora. Chez Shigella 
dysenteriae, une Séquence d’Insertion interrompt l’ORF rcsA juste en amont de ses 77 
codons terminaux, remettant en cause la fonctionnalité de la protéine. Chez d’autres 
organismes comme P. luminescens et Y. spp, certaines protéines annotées RcsA présentent un 
taux de similarité très faible (< 25%) remettant en cause leur appartenance à la famille RcsA. 
Néanmoins, il a récemment été montré que le gène rcsA de Y. pseudotuberculosis est 
fonctionnel (Sun et al., 2008). 
La raison pour laquelle RcsA n’est pas conservé chez certaines Entérobactéries n’est pas 
claire mais la réponse est sans doute liée au style de vie de ces organismes. C’est le cas de 
Yersinia pestis dans l’exemple cité précédemment (paragraphe I.3 Rôle biologique de RcsA).  
 
I.6 Rôle du cofacteur RcsA dans le développement de la réponse Rcs 
 
La réponse Rcs est activée par des stress de l’enveloppe à travers le phosphorelais 
RcsFCD (c.f introduction). La voie d’activation par RcsA permettrait l’utilisation de 
l’activité RcsB suite à des stress différents de ceux perçus par le phosphorelais. Par exemple, 
RcsA, via son activité température-dépendante agirait comme un « thermomètre » activant 
RcsB à basse température afin de moduler l’expression des gènes RcsA-dépendants (cps et 
flhDC), notamment dans la situation où la bactérie se trouverait hors de l’hôte. Un autre 
signal intégrable via RcsA a été découvert chez le phytopathogène Pantoea stewartii où la 
réponse est médiée par la densité cellulaire. Cette régulation répond à une AHL (acyl 
homosérine lactone) qui module l’activité du gène esaR, régulateur négatif de rcsA. En 
condition de forte densité cellulaire, l’AHL empêche EsaR de se fixer au promoteur de rcsA, 
permettant la production d’EPS (Minogue et al., 2005). Un autre type de signal perceptible 
par RcsA a déjà été cité dans le chapitre précédent. Il s’agit de la réponse aux bas pHs. En 
effet, le promoteur rcsA est activé par GadE, le régulateur central de la résistance acide 
glutamate-dépendante chez E. coli (Hommais et al., 2004). Cependant, bien que cette 
observation ait été à l’origine de mon travail de thèse, le rôle de rcsA dans la réponse acide 
n’est pas clairement établi (c.f Résultats chapitre 1). 
Différentes données de la littérature suggèrent que RcsA appartienne à d’autres 
régulons que celui du système Rcs. Une analyse in silico du promoteur rcsA a permis 
d’identifier, deux sites de fixation potentiels pour CpxR, régulateur de réponse du système à 
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deux composants CpxAR (De Wulf et al., 2002). De manière intéressante, ce phosphorelais 
est lui aussi impliqué dans la réponse aux stress d’enveloppe, dans la formation des biofilms, 
dans la mobilité et la synthèse des flagelles ainsi que dans la virulence. On peut donc se 
demander si le système CpxAR agit sur ces aspects du métabolisme cellulaires via RcsA. 
Le gène rcsA est également régulé par le diGMPc. C’est un second messager contrôlant la 
mobilité et l’adhésion des bactéries. En présence d’une forte concentration de diGMPc, le 
gène rcsA est très fortement exprimé, conduisant à l’activation des gènes de synthèse de la 
capsule (cps) et à la répression de la synthèse des flagelles (via l’opéron maître de leur 
synthèse, flhDC) (Méndez-Ortiz et al., 2006). Son lien avec RcsA, même s’il reste à étudier 
plus profondément, connecte le système Rcs au métabolisme cellulaire dans sa globalité.  
 
Une dernière possibilité quant au rôle de RcsA au sein du système Rcs serait qu’il 
module la réactivité, l’amplitude et la durée de la réponse Rcs. En effet, la capacité de RcsA 
à potentialiser RcsB pourrait permettre de réguler spécifiquement les cibles RcsA-
dépendantes pour des signaux de faible intensité. D’autre part, rcsA étant régulé positivement 
par RcsB, l’augmentation d’expression de RcsA suite à la perception d’un signal par le 
phosphorelais RcsCD pourrait maintenir RcsB actif sur les cibles RcsA-dépendantes et ce, 
même si le signal initial n’active plus le phosphorelais. D’un autre côté, cette interaction de 
RcsA « surnuméraire » avec RcsB pourrait mettre fin plus rapidement à la réponse des cibles 
RcsB strictement dépendantes, RcsA titrant RcsB. 
Un des objectifs de mes travaux de thèse, a été d’analyser l’impact de RcsA et de son 
autorégulation, via RcsB, sur la dynamique de la réponse Rcs. 
 
II. Résultats 
 
II.1 Identification des déterminants nécessaires à la régulation de rcsA 
Pour comprendre le rôle de RcsA et de sa régulation sur le développement de la réponse 
Rcs, la stratégie expérimentale envisagée était d’inactiver les déterminants nécessaires à ces 
régulations et d’en analyser les conséquences sur l’expression de cibles RcsA-dépendantes et 
indépendantes lors de l’induction du système Rcs.  
Au début de ce travail, les données concernant la localisation des déterminants 
nécessaires à l’autorégulation de rcsA étaient contradictoires. L’autorégulation de rcsA a été 
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initialement mise en évidence par W. Ebel et J. Trempy (Ebel & Trempy 1999). Dans une 
souche lon, l’expression d’une fusion rcsA::lacZ est 100 fois plus forte que dans une souche 
sauvage. Ce résultat est corrélé à une stabilisation de la protéine en absence de la protéase, 
suggérant la possibilité d’une autorégulation de rcsA. En accord avec cette hypothèse, dans 
les souches rcsA ou lon rcsA, le niveau d’expression de la fusion rcsA::lacZ est faible et 
identique dans les deux souches. RcsA avait été initialement identifiée comme un activateur 
transcriptionnel des gènes cps de synthèse de la capsule (Stout et al., 1991). En analysant 
cette régulation sur les gènes équivalent (gènes ams) chez E. amylovora par gels retards, le 
déterminant nécessaire à cette régulation, dénommé boîte RcsAB, a été cartographié dans la 
région promotrice (Kelm et al., 1997). Par alignement entre les régions promotrices des 
gènes cps, ams et rcsA, Ebel et Trempy ont proposé une boîte RcsAB (CTTAAT-A-
TAATTC), à 117 pb en amont du -35 de rcsA. En accord avec ce résultat, les délétions – peu 
résolutives – incluant cette boîte rendaient les fusions transcriptionnelles correspondantes 
insensibles à une mutation lon. Dans ce même travail, sur la base d’arguments extrêmement 
indirects, les auteurs ont proposé un rôle accessoire à RcsB dans cette autorégulation. Ce 
dernier résultat a été invalidé par notre groupe qui a montré, par des approches génétiques, 
que RcsB était absolument nécessaire à cette régulation, RcsA gardant son statut de protéine 
accessoire (A. Francez-Charlot, thèse 2005).  
Dans un travail ultérieur basé sur de la mutagenèse dirigée et des analyses en gels retard, 
une localisation différente de la boîte RcsAB a été proposée (TAAGGAT::TATCCGA) à 85 
pb en amont du -35 de rcsA (Wehland & Bernhard 2000). En accord avec cette localisation, 
in vivo, des mutations introduites dans cette boîte diminuaient dramatiquement la synthèse de 
la capsule, suggérant qu’en absence d’une boîte optimale, l’expression de rcsA était plus 
faible. Enfin, sur la base d’un alignement des boîtes RcsAB des gènes rcsA (E. coli, S. Typhi, 
Klebsiella pneumoniae, E. amylovora), cps (E. coli), ams (E. amylovora), cpsA (P. stewartii), 
les auteurs ont proposé un consensus pour la boîte RcsAB, une séquence répétée inversée de 
14pb  TaAGaat::atTCctA. 
Il est à noter que cette séquence est différente de celle proposée précédemment  par Ebel 
et Trempy, mais proche de la séquence de la boîte RcsB, TTGAAGATT::CATCTGGTTG en 
amont des gènes de division ftsAZ que notre groupe avait proposée (Carballès et al., 1999). 
 
Afin de caractériser définitivement la boîte RcsAB du gène rcsA, j’ai réalisé des 
empreintes à la DNaseI sur un fragment allant de -258 à +198 par rapport au +1 de 
transcription avec les protéines Mal-RcsA - une fusion traductionnelle fonctionnelle entre la  
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Figure 45. Protection à la DNaseI par RcsB et RcsA sur la région promotrice sauvage du gène rcsA.
A. La sonde ADN radiomarquée correspondant au brin sens a été incubée seule (1), avec RcsBD56E (1 à 8), 
Mal-RcsA (16) ou un mélange des deux protéines (9 à 15). RcsBD56E a été utilisée aux concentrations 
finales de 0,03 μM (2 et 9), 0,06 μM (3 et 10), 0,3 μM (4 et 11), 0,6 μM (5 et 12), 3 μM (6 et 13), 6 μM (7 
et 14) et 30 μM (8 et 15).Mal-RcsA a été utilisée à la concentration finale de 2 μM (9 à 16). Les 
coordonnées se réfèrent au point +1 de transcription. La ligne verticale indique la région protégée. 
A,T,G,C indique la séquence ADN obtenue avec les oligonucléotides radiomarqués spécifiques du brin 
sens. B. Séquence de la région promotrice de rcsA. La boîte RcsAB identifiée par Wehland and Bernhard 
(2000) est indiquée en rouge. La région protégée est délimitée par un trait horizontal. Les boîtes -10 et -35 
sont encadrées en vert et le point +1 de transcription en gras.
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protéine MalE et RcsA (Kelm et al., 1997) - et/ou His-RcsBD56E. Cette dernière porte une 
étiquette de 6 résidus histidine placée en N-terminal pour faciliter sa purification et une 
substitution du glutamate en position 56 par un aspartate, générant une protéine beaucoup plus 
active en mimant probablement l’état de phosphorylation de RcsB (Gupte et al., 1997; 
Davalos-Garcia et al., 2001). Comme indiqué sur la figure 45 piste 8, la protéine His-
RcsBD56E seule à partir de 30 µM engendre une empreinte. La zone protégée s’étend de -138 à 
-110 pb  (ttatccTAAGGATTATCCGAAaaataat) et confirme par conséquent l’identité de la 
boite RcsAB proposée par Wehland et Berhnard (Wehland & Bernhard 2000). De plus la 
taille de l’empreinte (≥ 19pb) suggère la fixation d’un dimère de RcsB à cette région. RcsA 
seule est incapable de donner une empreinte (piste 16), alors que le mélange des deux 
protéines génère une empreinte pour des concentrations de RcsBD56E 10 fois plus faibles (à 
partir de 3 µM, pistes 13 à 15) confirmant ainsi les données antérieures du groupe (Anne 
Francez-Charlot, thèse 2005) quant au rôle essentiel de RcsB dans la régulation de rcsA mais 
également quant au rôle stimulateur accessoire exercé par RcsA sur l’activité de RcsB. 
Remarquablement, la taille de l’empreinte en présence de Mal-RcsA, une protéine d’environ 
60 KD (contre ~23.5 KD pour RcsA et RcsB) n’est pas plus importante que celle due à RcsB 
seule. Ce résultat semble aller à l’encontre d’un modèle de fixation d’un hétérodimère RcsAB. 
Un modèle alternatif serait la fixation d’un dimère RcsB2 « en sandwich » entre l’ADN et 
RcsA. Un résultat similaire a été obtenu sur la boîte RcsAB de flhDC (Francez-Charlot et al., 
2003).  
 
II.2 La boîte RcsAB est responsable de l’autorégulation de rcsA mais n’est pas le 
seul déterminant impliqué dans la régulation de rcsA par RcsB 
 
Dans l’objectif d’étudier le rôle de rcsA et de sa régulation sur le développement de la 
réponse Rcs, j’ai introduit des mutations ponctuelles dans la boîte RcsAB afin d’en éliminer 
l’autorégulation (par RcsA et RcsB). Pour ce faire, les bases les plus conservées de la boîte 
RcsAB ont été substituées, approche déjà utilisée avec succès sur l’opéron flhDC (Francez-
Charlot et al., 2003).  
Les boîtes Rcs sont constituées de deux demi-sites AT-riches de 7 nucléotides avec un 
cœur portant 3 bases invariantes G-4A-3N-2N-1::N+1N+2N+3C+4. (c.f figure 43). Dans le cadre 
de l’hypothèse de la fixation d’un hétérodimère RcsAB, les travaux de Francez-Charlot et  
 110
 
 
 
Facteur 
d’induction
+ IPTG- IPTGFacteur 
d’induction
+ IPTG- IPTG
5.9413702.524294rcsA 2M
rcsA 4M
rcsA 3M
rcsA wt
170
151
210
412313081173
5.55831051.2183
6.513432052.2453
pHRcsBpHRcsA
taagGAttatcCgaa rcsA
Boîte RcsAB
-132 -117
-35 -10
+1 +133 +168
GA
CT
gGA
cCT
gGA
cCT
C
G
rcsA wt
rcsA 2M
rcsA 3M
rcsA 4M
A.
B.
Figure 46. Recherche des déterminants de la régulation de rcsA par mutations ponctuelles.
A. Mutations ponctuelles dans la boîte RcsAB. Les différents fragments du promoteur rcsA clonés 
en amont de lacZ sont représentés. Les coordonnées font référence au point de démarrage de 
transcription (+1). Les mutations sont représentées en rouge et les transitions indiquées. B. 
Dosages de l’activité β-galactosidase: effet de la surexpression de RcsA ou RcsB. Les dosages ont 
été réalisés en cinétique selon le protocole standard. Seules les valeurs obtenues à T90min sont 
présentées. Pour chaque protéine surexprimée, le facteur d’induction (+IPTG/-IPTG) est noté dans 
la colonne de droite.
 111
collaborateurs (Francez-Charlot et al., 2003) sur l’opéron flhDC suggèrent que les 
déterminants spécifiques nécessaires à l’activité RcsA seraient situés dans le ½ site droit de 
la boîte RcsAB, impliquant que RcsB se fixerait sur la partie gauche. J’ai par conséquent 
substitué le di-nucléotide GA du ½ site gauche par le di-nucléotide CT, ce qui devait avoir 
pour effet d’éliminer à la fois l’autorégulation par RcsA (puisque celle-ci est strictement 
dépendante de l’activité RcsB) et la régulation par RcsB.  
Les effets des mutations sur la réponse du gène rcsA aux activités RcsA et RcsB ont été 
testés à l’aide de fusions transcriptionnelles φ(rcsAp-lacZ) installées au site s’attachement 
(attB) du bactériophage λ sur le chromosome (figure 46A, voir Matériels & Méthodes). 
L’expression des fusions a été analysée après surproduction des protéines fonctionnelles 
(His6)-RcsA et (His6)-RcsB à partir des plasmides pHRcsA ou pHRcsB. Ces plasmides 
transcrivent rcsA et rcsB sous contrôle du promoteur lacUV5. 
Les résultats sont présentés dans le tableau (figure 46B). La surproduction de RcsB a 
stimulé l’expression de la fusion sauvage environ 6 fois, contre 2 lors de la surproduction de 
RcsA. L’introduction de la substitution GA/CT (fusion 2M) a provoqué une diminution de 
l’expression basale de rcsA d’un facteur ~2.5 (de 200 à 80 UM) et, de manière inattendue, 
n’a aboli ni la réponse à RcsB ni la réponse à RcsA (facteurs d’induction de 6 et 2, 
respectivement). 
Le nucléotide immédiatement en amont du GA en position -4 étant relativement bien 
conservé (G ou A, c.f figure 43), j’ai introduit la triple mutation CCT à la place de GGA 
(fusion 3M), espérant abolir l’autorégulation de rcsA. Comme indiqué dans la figure 46B, 
cette fusion est également restée sensible à l’activité RcsB, avec un facteur d’induction 
similaire (~6) et un niveau basal divisé par deux par rapport à la souche sauvage. En 
revanche, la fusion ne répondait plus à la surexpression de RcsA (le facteur d’induction par 
RcsA dans la souche 3M n’est plus que de 1,2), ce qui pouvait suggérer que les déterminants 
permettant l’activité de RcsA étaient non seulement localisés dans le ½ site droit (Carballès 
et al., 1999), mais également présents dans le ½ site gauche des boîtes RcsAB. Cette fusion 
était cependant intéressante car elle devenait insensible à l’autorégulation par RcsA. 
Néanmoins, la fusion 3M répondait encore à RcsB. De même la fusion 4M portant la 
substitution supplémentaire du C+4 en G dans le ½ site droit ne répondait plus à RcsA mais 
restait étonnamment sensible à RcsB (activation d’un facteur 4).  
Cette impossibilité d’abolir la régulation de rcsA par RcsB en mutant les bases conservées 
de la boîte RcsAB suggérait une situation plus complexe pour la régulation de rcsA par le 
système Rcs. Que la boîte RcsAB identifiée par Wehland & Berhnard (2000) contribuait à  
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Figure 47. Approche par délétion en 5’ de la région promotrice du gène rcsA. A. Schéma des 
différentes fusions transcriptionnelles rcsA::lacZ délétées en 5’. B. Dosage de l’activité β-
galactosidase lors de la surexpression de RcsA ou RcsB par l’IPTG (témoin négatif, pAPT110 + 
IPTG). Les résultats présentés sont une moyenne de trois expériences indépendantes, seuls les résultats 
obtenus à T90min sont indiqués (les dosages avaient été réalisés en cinétique). U.M, Unités Miller.
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cette régulation semblait correct, car d’une part j’ai confirmé l’identité de la boîte par 
l’expérience de protection à la DNase I et, d’autre part, j’ai montré que cette boîte était 
nécessaire à l’activité de RcsA. Cependant pour rendre compte du maintien d’une activité 
RcsB malgré l’élimination des bases critiques de la boîte, d’autres explications devaient être 
proposées. A ce stade, au moins deux hypothèses pouvaient être avancées : (i) RcsB 
reconnaissait encore la boîte mutée, RcsA ne contribuant plus à l’activité RcsB, (ii) Il existait 
une deuxième voie, RcsA-indépendante, pour la régulation de rcsA par RcsB. Cette deuxième 
voie devait être majeure puisque l’élimination de la première, la boîte RcsAB, affectait peu 
l’amplitude de la régulation. 
 
II.3 Mise en évidence d’une deuxième voie majeure pour la régulation de rcsA 
 
Pour identifier les déterminants de cette deuxième voie de régulation, j’ai effectué une 
analyse par délétion en 5’ des fusions φ(rcsAp-lacZ) (c.f Matériels & Méthodes). Les données 
sont présentées dans la figure 47. L’expression de la fusion délétée de la boîte RcsAB (rcsA 
ΔABbox), était insensible à la surproduction de RcsA, mais est restée sensible à celle de RcsB. 
Ces résultats étaient qualitativement similaires à ceux obtenus avec les constructions portant 
des mutations dans la boîte RcsAB (fusions 3M et 4M). Par conséquent ils signalaient 
l’existence d’une deuxième voie pour la régulation de rcsA par RcsB et confirmaient que la 
boîte RcsAB était impliquée dans l’autorégulation (de rcsA par RcsA). Quantitativement, 
l’amplitude de l’activation de l’expression de rcsA dans la fusion délétée était légèrement 
inférieure à celle observée pour la fusion sauvage (facteur 4 vs facteur 6). Ce résultat indiquait 
donc, que dans ces conditions expérimentales, rcsA était essentiellement régulé par RcsB à 
travers cette deuxième voie.  
Afin d’identifier cette deuxième voie de régulation l’analyse en 5’ de la région amont du 
promoteur de rcsA a été poursuivie. (figure 47). Comme le montre le résultat des dosages β-
galactosidase, aucune délétion en amont de la boîte -35 n’a aboli la régulation de rcsA par 
RcsB. Le gène rcsA possédant une séquence leader de 133 nucléotides suggérant l’éventuelle 
présence de motifs régulateurs (Sledjeski & Gottesman 1995), j’ai effectué une analyse par 
délétion en 3’ du promoteur.  
Comme l’indique la figure 48, la délétion de la séquence leader entre les nucléotides +113 
et +133 n’a pas entraîné la perte de régulation de rcsA par RcsB (voir fusions rcsA ΔABbox –  
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Figure 48. Approche par délétion en 3’ de la région promotrice du gène rcsA. A. Schéma des 
différentes fusions rcsA::lacZ délétées en 3’ (les fusions délétées en 5’ présentées dans la figure 
précédente sont rappelées en gris clair) B. Dosage de l’activité β-galactosidase lors de la surexpression de 
RcsA ou RcsB par l’IPTG (témoin négatif, pAPT110 + IPTG). Les résultats présentés sont une moyenne 
de trois expériences indépendantes, seuls les résultats obtenus à T90min sont indiqués (les dosages avaient 
été réalisés en cinétique). U.M, Unités Miller.
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ATG et  rcsA ΔABbox - +113). En revanche, toute fusion portant des délétions au delà de la 
position +66 est devenue insensible à la surproduction de RcsB (fusions rcsA ΔABbox - +66 
et rcsA ΔABbox - +1). Ce résultat a permis de conclure que les déterminants impliqués dans 
cette deuxième voie de régulation de rcsA par RcsB se situaient entre les nucléotides +66 et 
+113 de la séquence leader de rcsA. Notons que dans les fusions possédant une boîte RcsAB 
sauvage, le niveau d’expression basal des fusions ne répondant plus à RcsB était du même 
ordre de grandeur que le niveau d’expression des fusions répondant toujours à la 
surproduction de RcsB (fusions rcsA ABboxwt – ATG et rcsA ABboxwt - +66). Cette 
observation suggérait un modèle selon lequel l’activité de RcsB au niveau de la séquence 
leader antagoniserait la répression de l’expression de rcsA par un élément X impliquant la 
région +66/+113. 
 
II.4 Rôle de RcsA dans la réponse Rcs 
Ce projet avait pour objectif d’analyser de manière fine la contribution du cofacteur RcsA 
dans la cinétique de réponse des cibles régulées par RcsB, à la fois à l’ouverture du système 
Rcs (état ON) et à sa fermeture (état OFF). Pour cette étude, nous avons construit des fusions 
transcriptionnelles plasmidiques entre les régions promotrices des gènes RcsA-dépendants 
(cps) ou -indépendants (bdm) et le gène codant pour la GFP (Green Fluorescent Protein). 
L’activité des fusions a été suivie en cinétique en microplaque 96 puits dans un fluorimètre à 
30°C en milieu minimum additionné de casaminoacides après activation du système Rcs par 
surexpression de RcsF (ouverture) et en conditions de fermeture, i.e après arrêt de la 
surexpression, en contexte sauvage ou rcsA (c.f Matériels & Méthodes).  
Les résultats sont présentés sur la figure 49. En conditions d’ouverture, la cinétique 
d’induction de la fusion cps::gfp était plus faible dans la souche rcsA que dans la souche 
sauvage (figure 49A). Ce résultat était en accord avec le rôle positif de RcsA sur les cibles 
RcsA-dépendantes. Au contraire, la cinétique d’induction du gène bdm était plus forte en 
contexte rcsA qu’en contexte sauvage. Par conséquent, RcsA avait un effet négatif sur 
l’induction des cibles RcsA-indépendantes. Ce résultat, bien que nous l’ayons anticipé, était 
novateur et soulevait de nouvelles questions sur la manière dont RcsA et RcsB régulent les 
cibles Rcs.  
En condition de fermeture l’expression de la fusion cps::gfp a continué d’augmenter pour 
se stabiliser après environ trois heures dans la souche sauvage (figure 49B). Au contraire,  
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Figure 49. Cinétiques d’induction ou de fermeture des cibles Rcs. Les rapports d’intensité de 
fluorescence sur la DO600nm normalisés au même rapport à T0 sont présentés en fonction du temps 
pour les fusions transcriptionnelles plasmidiques cps::gfp (pcps) et bdm::gfp (pbdm) dans une 
souche sauvage ou rcsA. A. Ouverture du système par surexpression de RcsF (pHRcsF) à partir de 
500µM d’IPTG. B et C. Fermeture du système par élimination de l’IPTG pour les fusions 
cps::gfp (pcps) et bdm::gfp (pbdm), respectivement.
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dans la souche rcsA, cette expression s’est immédiatement stabilisée (figure 49B). Ces 
résultats indiquaient que RcsA permettait de maintenir une activité RcsB aux cibles RcsA-
dépendantes après la disparition du signal. En revanche, les profils d’expression de la cible 
RcsA-indépendante bdm (figure 49C) étaient similaires pour les deux souches, suggérant que 
lors de la fermeture, RcsA ne contribuait pas à l’expression des cibles RcsA-indépendantes. 
Ces résultats sont très préliminaires et demandent à être confirmés sur d’autres cibles 
RcsA-dépendantes et -indépendantes. Cependant, ils semblent indiquer que RcsA contribue 
de manière sensible à la qualité de la réponse Rcs sur l’ensemble des gènes du régulon RcsB, 
nous obligeant à moduler la définition que nous avions de la notion de cibles RcsA-
dépendantes et -indépendantes.  
 
En conclusion de ce chapitre sur la régulation du gène rcsA, faute de temps et à cause 
d’une situation relativement complexe pour la régulation de rcsA, mon travail n’a pas permis 
d’avoir une image complète de l’impact de RcsA sur la dynamique du système. Il a 
néanmoins apporté des éléments nouveaux sur la régulation de rcsA et, sur la contribution de 
RcsA à l’expression des gènes cibles. Ces différents éléments seront discutés dans le chapitre 
Discussions et perspectives. 
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Figure 50. Principe du BACTH. D’après Karimova et al., 1998
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CHAPITRE 3. Identification des partenaires protéiques du système Rcs 
chez E. coli. 
 
 
L’objectif principal de ma thèse, était d’obtenir une vision intégrée du système Rcs, 
c'est-à-dire d’identifier tous ces partenaires cellulaires. Les résultats attendus étaient (i) une 
meilleure compréhension du fonctionnement du système Rcs et au-delà des systèmes 
complexes de transduction du signal, en révélant le rôle respectif des différents modules qui 
les constituent, (ii) de renseigner de manière exhaustive sur l’existence de régulation(s) 
croisée(s) en prenant comme modèle le système Rcs et, d’un point de vue évolutif, 
d’améliorer notre compréhension de l’avantage d’un système complexe, (iii) l’utilisation du 
système Rcs comme modèle intégré pour l’étude de la dynamique des réseaux de régulation 
(une réponse adaptative est en effet le résultat du fonctionnement intégré des différents 
facteurs qui participent au réseau). (iv) En terme de valorisation potentielle, une telle 
approche pouvait conduire à l’identification de drogues affectant le fonctionnement général 
des phosphorelais His-Asp et donc l’adaptabilité des bactéries (l’intérêt résidant dans 
l’observation que ces systèmes n’existent pas chez les eucaryotes supérieurs en dehors des 
plantes ou que ces systèmes contribuent à la formation de communautés bactériennes 
(biofilms) extrêmement résistantes à divers traitements, représentant donc un problème 
majeur à la fois pour l’industrie et la santé publique). 
 
Pour identifier les partenaires protéiques du système Rcs, j’ai choisi d’utiliser une 
technique de double hybride bactérien mise au point dans l’équipe de D. Ladant à l’Institut 
Pasteur de Paris (Karimova et al., 1998). 
 
I. La technique de BACTH (Bacterial Adenylate Cyclase Two Hybrid). 
 
Cette technique de Double Hybride est basée sur la complémentation fonctionnelle chez 
E. coli de fragments de l’adénylate cyclase de Bordetella pertussis, CyaA (Karimova et al., 
1998). Elle exploite le fait que l’adénylate cyclase de B. pertussis soit clivable par protéolyse 
en deux fragments complémentaires, T25 et T18 (figure 50A et B) (Karimova et al., 1998; 
pour revue, voir Ladant & Ullmann 1999). La réassociation de ces deux fragments reconstitue 
une protéine active. En conditions standard, cette association est assurée par la Calmoduline 
qui forme un complexe ternaire avec les deux fragments. La technique de BACTH repose sur  
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Figure 51. Exemples de croisement entre les 
protéines RcsA et RcsB entières. A. Test 
d’interaction sur milieu LA-XGal-IPTG. Trois 
clones de chaque double transformation ont été 
étalés en patch. Seules les interactions pKT25RcsA 
x pUT18CRcsB (AxB) et pKT25RcsB x 
pUT18CRcsB (BxB) sont montrées ici. Témoin 
positif (T+), pKT15zip x pUT18Czip (avec zip = 
leucine zipper de GCN4); témoin négatif (T-), 
pKT25 x pUT18C. B. Test d’interaction sur milieu 
LA-XGal IPTG avec étalement en spots de dilutions 
décimales. C. Dosage β-galactosidase sur les 
croisements obtenus. Les activités des croisements 
pUT18CRcsA x pKT25RcsB et RcsB x RcsB sont 
identiques à celle du témoin négatif (~170 U.M, 
contre 8000 U.M pour le témoin positif).
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Figure 52. Croisement des sous-domaines des 
protéines Rcs. Seuls les croisements les plus 
pertinents (en accord avec les données de la 
littérature) ont été effectués. Exemple 
d’étalement  en patch sur milieu LA-XGal IPTG 
des croisements pKT25-RcsBD2 x pUT18C-
RcsDHPt et pKT25RcsDHPt x pUT18C-RcsBD2. 
T+, témoin positif (pKT25zip x pUT18Czip); T-, 
témoin négatif (pKT25 x pUT18C).
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cette nécessité d’association pour détecter d’éventuelles interactions entre deux protéines. En 
effet, chez E. coli (qui ne possède pas de Calmoduline ou autre protéine associée), dans une 
souche déficiente pour l’adénylate cyclase (cya-) les fragments T25 et T18 fusionnés à des 
protéines (X et Y) ne peuvent restaurer la synthèse d’AMPc que si ces protéines sont capables 
d’interagir entre elles (Figure 49C). L’AMPc ainsi produit se fixe alors à la protéine CAP 
(Catabolite Activator Protein), formant un complexe capable de réguler de nombreux gènes 
(Ulmann & Danchin 1983). Il permet notamment l’activation des gènes des opérons lac et mal 
impliqués dans le catabolisme du lactose et du maltose, respectivement (figure 50D). La 
bactérie redevient ainsi capable d’utiliser l’un ou l’autre de ces sucres comme source de 
carbone, permettant un crible aisé basé sur l’utilisation, soit d’un milieu sélectif (milieu 
minimum + maltose par exemple), soit d’un milieu complet permettant un repérage coloré des 
interactants potentiels (Mac Conkey + maltose ou Luria-Bertani Agar + X-gal). 
 
II. Résultats 
 
Avant de créer une banque pour la recherche des partenaires du système Rcs, nous avons 
cherché à mettre en évidence les interactions à l’intérieur du système. Pour cela, les gènes ou 
des fragments de gènes codant pour les protéines entières ou les différents modules du 
système Rcs (à l’exception de la lipoprotéine de la membrane externe RcsF) ont été fusionnés 
traductionnellement en aval des fragments T25 (dans pKT25) et T18 (dans pUT18C) de 
CyaA, et exprimés par le promoteur lacUV5. Toutes les constructions ont été séquencées et 
pour certaines la fonctionnalité a été testée par complémentation (voir Matériels et Méthodes). 
Le test d’interaction est réalisé par la double transformation des dérivés de pKT25/pUT18BC 
dans une souche cya- d’E. coli. Malgré différentes conditions expérimentales utilisées, aucune 
interaction protéique au sein du système Rcs n’a pu être mise en évidence même entre 
partenaires pour lesquels des interactions avaient été rapportés dans la littérature : entre 
RcsCD1/RcsDHPt et RcsDHPt/RcsBD2 (Rogov et al., 2004; Rogov et al., 2008), RcsA/RcsA et 
RcsB/RcsB (Butland et al., 2005) (voir figures 51 et 52). 
Nous n’avons pas d’explication satisfaisante quant à ces résultats négatifs. Soit nous 
n’avons pas su trouver les bonnes conditions pour effectuer le test, soit ce test n’est pas adapté 
au système Rcs car les interactions sont trop faibles. Dans le cas de RcsB, un des problèmes 
pouvant expliquer l’absence de résultats est la toxicité des constructions. 
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La complexité du système de transduction du signal RcsCDB/FA pose la question de 
l’avantage évolutif des phosphorelais His-Asp-His-Asp par rapport aux systèmes à deux 
composants simples. Tout au long de ce manuscrit, j’ai évoqué les hypothèses suivantes 
quant au rôle de cette complexité : (i) elle permettrait l’intégration de signaux de nature 
différente en offrant plusieurs voies d’entrée dans le système Rcs, (ii) elle intégrerait la 
réponse Rcs à une réponse cellulaire plus globale impliquant d’autres systèmes de régulation. 
J’ai également mentionné le peu de données disponibles au début de ce travail quant au rôle 
du phosphorelais Rcs dans l’adaptation des cellules à leur environnement. C’est sur la base 
de ces hypothèses et dans le but d’élargir nos connaissances sur les rôles de ce système dans 
la physiologie cellulaire que je me suis principalement intéressée à l’une des originalités du 
phosphorelais Rcs : le co-facteur RcsA. Mon intérêt pour cette protéine nous a d’abord 
permis de mettre en évidence, pour la première fois, un rôle de ce système Rcs dans 
l’adaptation à un stress environnemental pertinent pour E. coli, la résistance à l’acidité (bien 
que finalement, la participation de RcsA à ce phénomène ne soit pas clairement établie). 
Dans un deuxième temps, l’étude de l’autorégulation du gène rcsA nous a mené à remettre en 
question la mécanistique d’action des protéines RcsA et RcsB sur sa transcription, ainsi qu’à 
une meilleure définition des cibles RcsA-dépendantes et –indépendantes. Enfin et de manière 
plus globale, une approche par double hybride bactérien devait nous permettre d’identifier le 
maximum de partenaires protéiques du système, nous fournissant de nouveaux indices quant 
à ses rôles biologiques. Malheureusement, cette partie de mon travail n’a pas abouti.  
 
 
I. Le système Rcs et la résistance à l’acidité. 
 
En partant de données prouvant la régulation de rcsA par GadE, le régulateur central de la 
réponse acide glutamate-dépendante chez E. coli (Hommais et al., 2004), j’ai testé 
l’implication du système Rcs dans la réponse acide. Ce travail a abouti au résultat majeur de 
mon travail de thèse, la démonstration du rôle essentiel du régulateur de réponse RcsB dans 
la résistance au stress acide. C’est la première évidence d’un rôle de ce système Rcs dans 
l’adaptation à un stress environnemental pertinent pour E. coli, entérobactérie confrontée à 
un environnement acide au niveau de l’estomac. L’originalité de ce résultat réside dans le fait 
que parmi les protéines Rcs, seul RcsB est indispensable à la résistance au stress acide, 
indiquant la capacité du régulateur de réponse à intégrer des signaux indépendamment du 
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phosphorelais RcsFCD ou de son co-facteur RcsA. L’activité de RcsB pour la réponse acide 
est strictement dépendante de l’activité de GadE, le régulateur central de la résistance acide 
glutamate-dépendante, de même que l’activité de GadE est strictement dépendante de celle 
de RcsB. Donc au cours de ce travail j’ai identifié un nouveau partenaire à RcsB, GadE. La 
présence d’une ½ boîte RcsB potentielle à l’intérieur de la boîte GadE en amont des gènes 
régulés par GadE et RcsB, essentiels à la résistance acide, suggère une régulation directe de 
RcsB et la formation d’un complexe GadE-RcsB sur l’ADN. Le travail en cours dans le 
groupe, par des approches in vitro, semble confirmer cette hypothèse (Marie-Pierre Castanié-
Cornet, communication personnelle). Il est intéressant d’observer que GadE n’est trouvé que 
chez E. coli, contrairement au système Rcs répandu chez les entérobactéries. Donc comme 
nous l’avions suggéré pour RcsA, GadE, le régulateur central de la résistance acide, de 
manière opportuniste semble avoir su utiliser une protéine appartenant à un autre système de 
régulation pour ses propres besoins. Mais contrairement au couple RcsA/RcsB, dans lequel 
RcsA est accessoire, chaque élément du couple GadE/RcsB est essentiel et complémentaire 
de l’autre. 
Un autre aspect novateur est l’attribution d’un rôle essentiel à l’activité basale RcsB. 
C’est le maintien de cette activité basale qui est important pour la résistance et non la 
stimulation d’une activité RcsB plus importante. L’activité basale de RcsB peut avoir comme 
origine une faible activité intrinsèque de la forme non phosphorylée de RcsB ou la 
persistance d’un « pool » de RcsB sous forme phosphorylée. Nous n’avons pas d’élément 
pour trancher entre ces deux possibilités. Les expériences en cours dans le groupe avec des 
variants de RcsB constitutivement active (RcsBD56E) ou inactive (RcsBD56N) visent à 
éclaircir ce point. Chez Salmonella, le régulateur de réponse OmpR, indépendamment de son 
HK partenaire EnvZ, est nécessaire à la tolérance à l’acide. Mais contrairement à RcsB, 
OmpR a besoin d’être activé par phosphorylation, probablement par l’acétyl-phosphate 
(Bang et al., 2000).  
En revanche, si l’activité basale de RcsB est essentielle à la résistance à l’acide, 
l’activation de RcsB soit par le phosphorelais RcsCD, soit par RcsA la diminue et cette perte 
partielle de résistance est corrélée à une diminution générale de la transcription des gènes 
gad. Sur la base de cette observation, l’activation de l’expression de rcsA par GadE, 
rapportée par F. Hommais et ses collaborateurs (Hommais et al., 2004) pourrait avoir pour 
rôle de mettre fin à la réponse acide une fois la barrière gastrique franchie. 
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II. Autorégulation du gène rcsA, mécanistique de la régulation par RcsB 
et définition des cibles RcsA-dépendantes et –indépendantes. 
 
Autorégulation de rcsA et définition des boîtes RcsB et RcsAB.  
 
Les cibles régulées par RcsB indépendamment de RcsA présentent une séquence de 
reconnaissance pour RcsB désignée boîte RcsB (Carballès et al., 1999). Celle-ci est organisée 
en deux demi-sites constitués d’une séquence imparfaitement répétée et inversée et est située 
immédiatement en amont de l’élément -35 du promoteur (c.f figure 43). Cette organisation de 
la boîte RcsB, la taille des régions protégées lors d’expérience de protection à la DNaseI 
(Sturny et al., 2003), ainsi que l’appartenance de RcsB à la famille NarL pour lequel la 
structure du co-cristal NarL-DNA est connue (Maris et al., 2002), suggèrent la fixation d’un 
homodimère de RcsB à la boîte RcsB. Les cibles RcsA-dépendantes utilisent probablement un 
hétérodimère RcsAB et une boîte RcsAB située à plus de 65 pb en amont du -35 ou en deçà 
du +1 (dans le cas de la répression de l’opéron flhDC) mais dont la séquence ne révèle pas de 
différence évidente de celle des boîtes RcsB. Cependant des données sur la régulation de 
flhDC suggéraient que RcsA reconnaîtrait le ½ site droit puisqu’une altération de ce ½ site 
rendait la régulation insensible à RcsA tout en conservant la sensibilité à RcsB (Francez-
Charlot et al., 2003). Cette conclusion pourrait être modulée par mes résultats. En effet 
l’introduction de mutations dans le demi-site gauche de la boîte RcsAB de rcsA a rendu le 
promoteur résistant à RcsA. Par conséquent, les déterminants nécessaires à la régulation de 
rcsA seraient répartis sur l’ensemble de la boîte RcsAB. Cette observation renforce l’idée que 
la distinction entre boîtes RcsAB et RcsB n’est pas due à la séquence mais à la position des 
boîtes par rapport au promoteur. 
Cependant, la question de la fixation de RcsA aux boîtes RcsAB reste toujours d’actualité 
dans la mesure où mes résultats donnent une image plus floue quant à la discrimination au 
niveau séquence entre les déterminants spécifiques à RcsA et à RcsB. La pertinence de cette 
question est appuyée par le fait que le motif HTH de RcsA est sensiblement différent de celui 
de RcsB, notamment pour les acides aminés qui chez RcsB contactent spécifiquement l’ADN 
(figure 42), que RcsA seul ne se fixe pas à l’ADN et qu’en foot-print, la zone de protection 
n’est pas plus étendue en présence de RcsA (une forme hybride fonctionnelle de haut poids 
moléculaire, Mal-RcsA) qu’avec RcsB seul (Francez-Charlot et al., 2003 ; ce travail). En 
tenant compte de ces éléments, on ne peut pas exclure un modèle stipulant que les boîtes 
RcsAB et RcsB soit reconnues uniquement par RcsB. Le rôle de RcsA serait alors de  
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Figure 53: Modèle d’activation transcriptionnelle des cibles du système Rcs. 
A. Dans le cas d’une boîte RcsB dépendante, RcsB serait assez proche de l’ARN-Polymérase pour former 
avec elle et l’ADN un complexe ternaire. Dans ce cas, RcsB pourrait interagir à la fois avec l’αCTD de 
l’ARN polymérase (cercle noir)  mais aussi avec les autres domaines (par exemple l’α-NTD, cercle gris). 
Ces différentes interactions stabiliseraient le complexe RcsB-ARN polymérase-ADN ne nécessitant pas 
l’intervention de RcsA. Ici, on pourrait supposer que RcsA soit « chassé » par l’ARN-polymérase. B.
Dans le cas d’une boîte RcsAB, RcsB étant beaucoup plus éloigné de l’ARN polymérase, l’α-CTD de 
celle-ci viendrait se fixer juste en aval de la protéine. Dans ce cas, RcsB n’interagissant qu’avec l’ αCTD 
de l’ARN polymérase, il aurait besoin d’être stabilisé par RcsA qui peut ici accéder au complexe.
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stabiliser l’homodimère RcsB sur l’ADN par une interaction protéine/protéine quand la boîte 
Rcs est trop éloignée du promoteur, ce rôle de stabilisation étant joué par l’ARN polymérase 
pour les boîtes Rcs proches du -35 (figure 53). Ce modèle implique que l’introduction de 
mutations dans la boîte RcsAB n’affecte que la fixation de RcsB. L’activité RcsB à la boîte 
RcsAB étant épistasique sur l’activité RcsA, la perte de la régulation par RcsA associée à la 
diminution de l’activation par RcsB visualisée dans le cas des fusions 3M et 4M 
s’expliquerait par la perte de l’activité RcsB à ce niveau. Cependant, ces fusions ne nous 
permettent pas de faire la distinction entre la perte de l’activité RcsB à la boîte RcsAB et la 
perte d’une activité RcsA avec le maintien de celle de RcsB. Dans ce dernier cas, nous ne 
pourrions exclure que RcsA doit avoir une certaine spécificité pour la boîte RcsAB. Pour 
trancher, il suffira de tester les mêmes fusions délétées du deuxième site de régulation par 
RcsB localisé dans la séquence leader. 
Des expériences de permutation des motifs HTH de RcsA et RcsB (« domain 
swapping ») sont envisageables. Bien qu’il soit difficile de prédire les résultats de telles 
expériences, elles devraient fournir des indices quant à la fixation de RcsA à la boîte RcsAB 
et, d’une manière plus générale, sur la mécanistique des régulations exercées par RcsB et 
RcsA.  
 
Régulation du gène rcsA par RcsB seul. 
 
La délétion de la boîte RcsAB affecte peu l’activation de l’expression de rcsA par la 
surexpression de RcsB. Ce résultat est en contradiction avec l’observation que la perte de 
l’autorégulation par RcsA est suffisante pour abolir la synthèse de la capsule (Wehland & 
Bernhard 2000). En effet, l’introduction chez E. coli d’un plasmide à haut nombre de copies 
portant rcsA et sa région promotrice engendre un phénotype mucoïde par expression des 
gènes cps. Une région équivalente portant la boîte RcsAB mutée sur les nucléotides G4A3A2 
et le premier T (remplacés par CCT A) n’engendre pas de mucoïdie et une baisse d’un facteur 
5 de l’expression d’une fusion φ(cps::lacZ) est observée. Ce résultat démontre l’importance 
de la boîte RcsAB pour l’expression basale de rcsA. En contradiction avec ce travail, mes 
résultats montrent que la délétion de la boîte RcsAB ne diminue que faiblement l’expression 
de rcsA (facteur 2) et que celle-ci est majoritairement due à la régulation par RcsB seul 
(facteur 4) au niveau de la séquence leader. Une explication possible de cette différence de 
résultat réside dans le fait que j’ai travaillé en conditions de surexpression de RcsB alors que 
Wehland et Bernhard avaient travaillé en condition de surexpression de RcsA (qui n’agit en  
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Figure 54. Prédiction de structure secondaire ARN de la séquence leader du gène rcsA et du petit 
ARN DsrA (M-fold). Deux structures secondaires alternatives sont possibles pour la séquence leader 
de rcsA (A et B). Les nucléotides composant la séquence Shine-Dalgarno putative sont entourés en 
rouge. X symbolise un facteur putatif réprimant l’expression de rcsA. C. Structure secondaire de DsrA. 
Les bases complémentaires entre DsrA et la structure B sont entourées en vert. (c.f texte) 
A B
X
Rcs?
ΔG = -
C
ΔG = -
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effet qu’au niveau de la boîte RcsAB) mais en conservant un niveau sauvage de RcsB. 
Alternativement l’introduction des quatre mutations dans la boîte RcsAB dans leurs travaux a 
pu avoir diminué de manière constitutive et importante l’activité du promoteur avec pour 
conséquence de ne plus permettre une synthèse suffisante de RcsA pour la synthèse de la 
capsule. Enfin, cette contradiction pourrait provenir du fait de l’utilisation de deux souches 
différentes, MG1655 pour mes travaux et DH5α pour les leurs. 
La présence d’une séquence leader dans le transcrit de rcsA suggérait la possibilité d’une 
régulation post-initiation de la transcription du gène. En accord avec cette possibilité, j’ai mis 
en évidence une régulation RcsB-dépendante utilisant un déterminant dans cette séquence 
leader entre +66 et +113. La délétion de cette région rendant le niveau d’expression de la 
fusion lacZ équivalente à une fusion sauvage lors de la surexpression de RcsB, suggère un 
modèle de régulation impliquant une répression de l’expression de rcsA par un élément 
inconnu X, dont l’activité serait antagonisée par RcsB. 
Les prédictions de structure secondaire ARN de la séquence leader (M-Fold, développé 
par le Dr. Michael Zuker) indiquent deux structures possibles A et B de -ΔG proches (figure 
54). Dans la structure B, les nucléotides +75 à +100 forment une boucle protubérante dont la 
formation est indépendante des séquences amont, renforçant la possibilité de sa formation. La 
région délimitée par cette boucle inclut la région +66 et +113 nécessaire à la régulation des 
fusions transcriptionnelles par RcsB. Cette observation suggère un modèle selon lequel le 
facteur putatif X se fixerait à cette boucle avec pour conséquence d’affecter l’élongation de la 
transcription et donc de réprimer l’expression de rcsA. RcsB en empêchant directement, ou 
indirectement, l’activité du facteur X lèverait cette inhibition. 
De manière intrigante, nous avons noté que la région +75 à +100 formant la boucle 
visualisée dans la structure B était partiellement complémentaire à la séquence d’un petit 
ARN non codant DsrA. Cet ARN est codé par un gène situé à proximité et en aval de rcsA. 
DsrA stimule la traduction du facteur général de stress RpoS (Majdalani et al., 1998) et 
réprime celle du facteur global de régulation H-NS (Lease et al., 1998). L’expression de dsrA 
est positivement régulée par des températures faibles (Repoila & Gottesman 2001; 2003). 
DsrA est indirectement impliqué dans la régulation de rcsA en antagonisant la répression de 
H-NS sur la transcription du gène (Sledjeski & Gottesman 1995); voir le paragraphe I.3 Rôle 
biologique de RcsA, Résultats Chapitre 2). Cette complémentarité partielle de DsrA avec la 
séquence leader soulève cependant la possibilité que DsrA régule rcsA à un deuxième niveau, 
en étant le facteur putatif X ou du moins en étant directement impliqué dans la régulation 
post-transcriptionnelle de rcsA. Cette possibilité est actuellement testée dans le groupe. 
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De manière intéressante, dans la structure A, la séquence Shine Dalgarno est située au 
niveau d’une boucle, donc potentiellement accessible alors que dans la structure B, elle est 
engagée dans des appariements la rendant probablement inaccessible. Ces prédictions 
suggéraient la possibilité d’une régulation traductionnelle du gène. Cette hypothèse a été 
renforcée par des expériences préliminaires du groupe utilisant des fusions traductionnelles 
rcsA::lacZ. L’activité de ces fusions est non seulement dépendante de RcsB, mais avec une 
amplitude dans la régulation beaucoup plus importante que celle avec des fusions 
transcriptionnelles, suggérant que la régulation de l’expression de rcsA par RcsB soit 
essentiellement traductionnelle. Pour l’instant nous ne savons pas encore si la région +66 à 
+113 est également nécessaire à cette régulation traductionnelle 
 
Mes résultats suggèrent que l’essentiel de la régulation de rcsA par RcsB semble se situer 
à deux niveaux, traductionnel et post-transcriptionnel, ces deux niveaux de régulation 
impliquant la séquence leader de rcsA. Nos hypothèses qui s’appuient sur des données encore 
préliminaires devront être confirmées Notamment, la réalité des structures alternatives du 
leader devra être démontrée. Cela pourra être fait par des approches génétiques, par exemple 
par l’introduction de mutations déstabilisant la structure et de mutations compensatrices 
restaurant cette structure. Les structures pourront être directement testées in vitro par 
l’utilisation de ribonucléases spécifiques. Il faudra ensuite comprendre comment RcsB peut 
favoriser la structure permissive. A moins de considérer que RcsB puisse fixer l’ARN, il 
paraît vraisemblable que l’activité de RcsB soit indirecte, en antagonisant l’activité d’un 
élément répresseur. Une approche génétique devrait permettre d’identifier cet élément. La 
régulation post-transcriptionnelle implique une région comprise entre le +66 et +113 de la 
séquence leader. Nous avons suggéré que cette région était nécessaire à l’activité d’un 
répresseur de l’expression de rcsA. Ce facteur X, en stabilisant une structure en tige boucle de 
l’ARN pourrait conduire à un arrêt prématuré de la transcription, une inhibition levée par 
RcsB. Il est à noter que cette structure permissive pour la formation de la tige boucle l’est 
également pour la séquestration du Shine-Dalgarno. En conséquence, il est envisageable de 
considérer que le facteur responsable de la régulation traductionnelle soit le même que celui 
responsable de la répression post-transcriptionnelle et que les effets observés procèdent du 
même mécanisme, la stabilisation d’une structure inhibitrice de l’ARN leader (structure B sur 
la figure 54).  
L’autorégulation du gène rcsA par lui-même et par RcsB n’ayant qu’une part modeste 
dans sa régulation par le système Rcs, on peut se demander quel est réellement son rôle. Le 
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fait que la transcription de rcsA soit négativement régulée par H-NS (Sledjeski & Gottesman 
1995) pourrait être un indice. Au vu des différents mécanismes de silencing du régulateur 
global H-NS (pour revue, voir Stoebel et al., 2008), je propose un modèle où la fixation de 
RcsAB (ou RcsB seul, aidé par RcsA, en accord avec le modèle proposé précédemment) sur 
la boîte RcsAB aurait pour effet de minimiser l’effet inhibiteur d’H-NS en l’empêchant de 
restreindre l’accès au promoteur pour l’ARN-Polymérase. Afin de tester cette hypothèse, nous 
envisageons des expériences de transcription in vitro sur rcsA, en présence de RcsA et/ou 
RcsB et/ ou H-NS. Parallèlement, des expériences d’empreinte à la DNaseI pourraient 
permettre de voir si la boîte RcsAB se situe au niveau de la zone couverte par H-NS et si la 
présence de l’hétérodimère diminue l’étendue de la protection par H-NS. On pourrait 
également suivre l’activité d’une fusion rcsA::lacZ en contexte sauvage ou hns, en présence 
ou non de RcsA et/ou RcsB. Enfin, il serait intéressant de savoir si d’autres cibles RcsA-
dépendantes ou –indépendantes sont inhibées par H-NS et tester le rôle de RcsAB/RcsB dans 
ce cas. 
 
Impact de RcsA sur la cinétique d’expression des gènes cibles. 
 
L’analyse dynamique de l’expression de cibles du régulon, à travers des fusions 
transcriptionnelles avec la GFP, a montré, lors de l’activation du système Rcs (état ON) non 
seulement un effet positif de RcsA sur l’expression des cibles RcsA-dépendantes, mais 
également un effet négatif sur celle des cibles dites RcsA-indépendantes. Ce dernier résultat 
suggère que la quantité de RcsB~P est limitante et que l’affinité préférentielle de RcsA pour 
RcsB~P est suffisante pour diriger RcsB en priorité vers les cibles RcsA-dépendantes au 
détriment des autres. La question soulevée ici est le rôle de cet effet négatif envers les cibles 
RcsA-indépendantes. Est-ce simplement un compromis pour une régulation plus efficace des 
cibles les plus importantes pour une première ligne de défense (synthèse d’exopolysaccharide 
et répression de la synthèse du flagelle) ou est-ce que le retard de l’expression des cibles 
RcsA-indépendantes contribue directement à l’efficacité de la réponse ? Lors de la fermeture 
du système (état OFF), nos données indiquent que RcsA permet de maintenir l’expression des 
cibles RcsA-dépendantes à un niveau élevé dans le temps. Cette observation donne peut-être 
un sens à la régulation positive de l’expression de rcsA par RcsB. En effet l’augmentation de 
la concentration cellulaire de RcsA du fait de cette régulation pourrait compenser la 
disparition des formes RcsB~P du fait de la disparition du signal, en permettant RcsA d’agir 
également avec les formes non phosphorylées de RcsB par action de la loi de masse. 
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Alternativement ou additionnellement, la présence d’un niveau plus élevé de RcsA pourrait 
stabiliser la forme RcsB~P. Au contraire des cibles RcsA-dépendantes, la présence ou 
l’absence de RcsA n’a pas de conséquence visible sur l’expression des cibles RcsA-
indépendantes dans nos conditions expérimentales, celles-ci arrêtant d’évoluer lors du retour à 
l’état OFF. Ces résultats nous obligent à préciser la notion de cibles RcsA-dépendantes et -
indépendantes. Cette définition sous-entend la capacité de RcsA à potentialiser directement 
l’activité RcsB au travers des boîtes RcsAB. Les résultats présentés ici sont néanmoins 
préliminaires et méritent d’être confirmés. 
 
 
III. Recherche des partenaires protéiques du système Rcs. 
 
Cette approche devait nous permettre de mettre en évidence les interactions des protéines 
Rcs au sein même du phosphorelais, de connaître de manière relativement exhaustive les 
partenaires cellulaires du système afin d’obtenir une vision globale du rôle du système et d’en 
modéliser son fonctionnement. 
Malheureusement, malgré un investissement important, cette partie de mon travail n’a pas 
permis de révéler d’interaction entre partenaires du système, le système Rcs s’étant révélé 
jusqu’à présent réfractaire au système double-hybride bactérien utilisé. Les raisons ce cette 
absence de résultats peuvent être variées mais peuvent inciter à utiliser d’autres approches 
pour la recherche des partenaires du système Rcs.  
 
 
IV. Conclusion 
 
L’objectif principal de ce travail de thèse était de contribuer à la compréhension du 
système au travers de l’identification et de l’analyse des partenaires du système. La notion de 
partenaire n’est pas restreinte à des partenaires d’interaction protéine-protéine mais est élargie 
à des partenaires de régulation. C’est dans ce cadre, que sur la base de la description dans la 
littérature de la régulation de l’expression de rcsA par le régulateur central de la réponse acide 
GadE, que nous avons démontré le rôle essentiel de RcsB dans la réponse acide, et identifié 
un nouveau partenaire protéique à RcsB. Le fait que RcsB ait de si nombreux partenaires – 
RcsA, RcsD, lui-même, GadE, l’ARN-Polymérase – soulève un certain nombre de questions 
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quant aux mécanismes de reconnaissance de RcsB envers ses partenaires et ses cibles, et 
souligne la capacité de la cellule à « rentabiliser » un régulateur et à connecter différents 
systèmes de régulation. Les résultats obtenus au cours de ma thèse justifient donc la poursuite 
de cette stratégie pour la compréhension du rôle biologique du système Rcs, c'est-à-dire la 
recherche des partenaires d’interactions protéine-protéine et de régulation, à la fois par la mise 
en place de stratégie de recherche globale et par le suivi de la littérature.  
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Tableau 2 : Souches, bactériophages et plasmides utilisés dans l’étude de la régulation de rcsA. 
 
 
Souche, 
phage ou 
plasmide 
 
 
 
Génotype 
 
Référence ou 
provenance: 
 
SK683 
 
F- λ- rph-1 (= MG1655) ΔlacIZ (MluI), souche de référence du 
laboratoire 
 
M. Cashel 
SK2366 BW29427 thrB1004 pro thi rpsL hsdS lacZΔM15 RP4-1360 
Δ(araBAD)567 ΔdapA1341 ::[erm pir(wt)] 
Goulian & Van der Woude 
2006 
SK2368 PIR2/pMar2Mar2, pour la conversion des fusions ::lacZ en 
fusions ::gfp (pir+ApR) 
Goulian & Van der Woude 
2006 
SK2372 PIR2/pMar4Mar4, pour la conversion des fusions ::lacZ en 
fusions ::gfp (pir+CmR) 
Goulian & Van der Woude 
2006 
SK2378 SK2366/pMar2Mar2 laboratoire 
SK2380 SK2366/pMar4Mar4 laboratoire 
SK1988 SK683 (λRS rcsA wt) ce travail 
SK1989 SK683 (λRS rcsA 2M) ce travail 
SK2036 SK683 (λRS rcsA 3M) ce travail 
SK2078 SK683 (λRS rcsA 4M) ce travail 
SK2439 SK683 (λRS rcsA ΔABbox) ce travail 
SK2571 SK683 (λRS rcsA box2min) ce travail 
SK2665 SK683 (λRS rcsA Δbox2) ce travail 
SK2816 SK683 (λRS rcsA -35min) ce travail 
SK3020 SK683 (λRS rcsA ΔABbox ATG) ce travail 
SK2922 SK683 (λRS rcsA ΔABbox +113) ce travail 
SK2879 SK683 (λRS rcsA ΔABbox +66) ce travail 
SK2867 SK683 (λRS rcsA ΔABbox +1) ce travail 
SK2923 SK683 (λRS rcsA ABboxwt ATG) ce travail 
SK2917 SK683 (λRS rcsA ABboxwt +66) ce travail 
SK2675 SK683/pRS bdm::gfp laboratoire 
SK2670 SK683/pRS cps::gfp laboratoire 
SK2681 SK683 rcsA::Cm/pRS bdm::gfp laboratoire 
SK2680 SK683 rcsA::Cm/pRS cps::gfp laboratoire 
pHRcsF vecteur dérivé de p15A portant la fusion Φ (lacpUV5-his6-rcsF) 
(KnR, SpR) 
 
Catanié-Cornet et al.,, 2006 
pHRcsA vecteur dérivé de p15A portant la fusion Φ (lacpUV5-his6-rcsA) 
(KnR, SpR) 
 
Davallos-Garcia et al.,, 
2001 
pHRcsB pFAB1. vecteur dérivé de p15A portant la fusion Φ (lacpUV5-his6-
rcsB) (KnR, SpR) 
 
Carballes et al.,, 1999 
pRS550 vecteur de clonage dérivé de ColE1 (KnR, AmpR) Simons et al.,, 1987 
λRS45 λimm21, pour récupérer les fragments clonés dans pRS550 Simons et al.,, 1987 
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Ce chapitre vient compléter les méthodes décrites dans l’article du chapitre 1. 
 
I. Souches, plasmides, bactériophages et milieux de culture. 
Sauf indication contraire (chapitre 3), toutes les souches utilisées dans ce travail sont de 
sérotype K12 et isogéniques à MG1655. 
Les souches bactériennes, plasmides et bactériophages utilisées dans le chapitre 1 
« Résistance à l’acidité » sont décrits dans l’article correspondant. 
Les souches bactériennes, plasmides et bactériophages utilisés dans le chapitre 2 sont 
listés dans le tableau 2 en annexe. Pour ces expériences, les cultures bactériennes ont été 
réalisées à 37°C en milieu LB (Luria-Bertani broth) ± IPTG 0,5mM final (Isopropyl-β-D-
Thiogalactopyranoside). 
Les souches bactériennes, plasmides et bactériophages utilisés dans le chapitre 3 sont 
listés dans le tableau 3 en annexe.  
Les antibiotiques ont été utilisés aux concentrations suivantes : Ampicilline, 100μg/ml ; 
Kanamycine, 50μg/ml ; Chloramphénicol, 20μg/ml ; Spectinomycine, 75μg/ml et 
Tétracycline 10μg/ml. 
 
II. Manipulation de l’ADN. 
L’extraction d’ADN plasmidique ou chromosomique a été réalisée à l’aide de kit Qiagen 
(QIAprep Miniprep Kit, QIAGEN Plasmid Midiprep Kit et DNeasy Tissue Kit). Les PCR ont 
été faites avec les enzymes Taq DNA Polymerase (New England Biolabs) ou Phusion 
(Finnzymes) selon qu’elles avaient un but de vérification ou de clonage, réciproquement. Si 
nécessaire, les produits PCR ont été purifiés avec le kit Qiagen dédié (QIAquick Gel 
Extraction Kit) ou sur S200 (Amersham) pour les PCR chaudes, selon les protocoles fournis 
par les fabriquant. 
 
III. Construction des fusions transcriptionnelles ::lacZ. 
Les fragments utilisés pour les clonages ont été générés par PCR et clonés aux sites 
BamHI et EcoRI du vecteur pRS550. Ces constructions sont intégrées au chromosome par 
lysogénisation par le phage λRS45 (Simons et al., 1987). Brièvement : plusieurs dilutions 
décimales du phage sont déposées sur un tapis cellulaire de la souche portant la fusion 
d’intérêt sur plasmide. Le lysat est ensuite récupéré et utilisé pour infecter la souche réceptrice  
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Tableau 3 : Souches, bactériophages et plasmides utilisés dans le double hybride bactérien. 
 
 
Souche, 
phage ou 
plasmide 
 
 
 
Génotype 
 
Référence ou 
provenance: 
 
BTH101 
 
F-, cya-99, araD139, galE15, galK16, rpsL1 (Str r), hsdR2, 
mcrA1, mcrB1 
 
D. Ladant 
DHM1 F-, cya-854, recA1, endA1, gyrA96 (Nal r), thi1, hsdR17, spoT1, 
rfbD1, glnV44(AS) 
D. Ladant 
DH5α F- endA1 glnV44 thi-1 relA1 gyrA96 deoR nupG lacZdeltaM15 
hsdR17 
Invitrogen 
pKT25 vecteur dérivé de pSU40 (KnR), pour clonage en aval de T25 D. Ladant 
pUT18C vecteur dérivé de pUC19 (ApR), pour clonage en aval de T18 D. Ladant 
pKT25-zip dérivé de pKT25 portant la fusion Φ (lacpUV5-T25-leucine 
zipper de GCN4) (KnR) 
 
D. Ladant 
pUT18C-zip dérivé de pUT18C portant la fusion Φ (lacpUV5-T18-leucine 
zipper de GCN4) (ApR) 
 
D. Ladant 
SK2389 pKT25 - RcsC ce travail 
SK2391 pKT25 - RcsD ce travail 
SK2452 pKT25 - RcsB ce travail 
SK2375 pKT25 - RcsA ce travail 
SK2510 pKT25 - RcsBD56E ce travail 
SK2456 pKT25 - RcsCD1 ce travail 
SK2454 pKT25 - RcsDHPt ce travail 
SK2509 pKT25 - RcsBD2 ce travail 
SK2393 pUT18C - RcsD ce travail 
SK2451 pUT18C - RcsB ce travail 
SK2377 pUT18C - RcsA ce travail 
SK2511 pUT18C - RcsBD56E ce travail 
SK2522 pUT18C - RcsBD2 ce travail 
SK2507 
 
pUT18C - RcsBHTH ce travail 
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de la même manière. Enfin, plusieurs sous-clonages de la souche lysogène sont réalisés 
afin de s’assurer d’une couleur bleue stable, représentative d’un état monolysogène. 
 
IV. Construction des fusions transcriptionnelles ::gfp. 
Les conversions des fusions ::lacZ en fusions ::gfp ont été adaptées à partir du protocole 
décrit par Goulian & Van der Woude (2006). Toutes les étapes sont réalisées à 30°C. La 
souche donatrice SK2378 (ApR, DAP-) contenant le plasmide portant la cassette gfp et les 
souches réceptrices KnR contenant la fusion ::lacZ d’intérêt sont mélangées et cultivées dans 
un milieu riche avec DAP pour la conjugaison. Après repiquage sur milieu riche LA Kn Ap 
permettant la sélection des souches réceptrices ayant intégré le plasmide et après culture en 
milieu LB Kn, les cellules sont étalées sur LA sucrose 5% afin de sélectionner les cellules 
ayant perdu le plasmide (SacR). Les clones sont alors striés sur LA Ap et LA Kn X-gal pour 
repérer les colonies blanches ApS. La présence de la GFP est vérifiée par PCR avec la Taq 
Polymérase. 
 
V. Mesure de la fluorescence. 
L’activité de la GFP est quantifiée dans des cultures liquides à l’aide d’un fluorimètre 
pour microplaque (VICTOR3 PerL EL). 
Les cultures de nuit à 30°C en milieu TB (Terrific Broth) sont diluées au 1/400eme en 
milieu M9casa (M9 1X, casaminoacides 0.05%, glucose 0.2%, CaCl2 0.1mM, MgSO4 2mM, 
thiamine (vit B1) 10µg/ml + antibiotiques) et laissées sous agitation pendant 6 heures 
(DO~0,3). Pour les conditions d’ouverture du système (état ON), de l’IPTG est ajouté à 
0.5mM final pour surexprimer le gène rcsF placé sous contrôle du promoteur placUV5. Pour 
les conditions de fermeture (état OFF), de l’IPTG est ajouté à 0.5mM final pendant 15min, les 
cellules lavées deux fois et reprises dans le même milieu avant dosage. La fluorescence et la 
DO600nm est mesurée en microplaques (200µl/puit) toutes les 15minutes pendant au moins 
trois heures (excitation 485nm, émission 535nm). Les cultures ont été réalisées oit 
directement en microplaques, soit en Erlenmeyer et dans ce cas, seul le dosage est effectué en 
microplaque. 
 
VI. Dosage de l’activité β-galactosidasique. 
Les cultures de nuit à 37°C en LB sont diluées 1000 fois dans du milieu LB préchauffé. 
Les cellules sont cultivées pendant 5 ou 6 générations puis diluées au 20ème dans du LB 
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préchauffé. Si nécessaire, de IPTG (0,5mM final) est ajouté au milieu afin d’induire la 
surexpression de protéine à partir du pRS550 qui possède un promoteur lacUV5. Des aliquots 
sont prélevés à différents intervalles de temps et l’activité β-galactosidase est dosée suivant le 
protocole de Miller (1992). L’activité β-galactosidase spécifique est exprimée en unités 
Miller. Pour le test d’expression de fusions en milieu acide, les dosages sont effectués 
directement sur les cultures de nuit en LB glucose 0,4%. 
 
VII. Empreinte à la DNaseI. 
La sonde a été synthétisée par PCR avec une des deux amorces marquée en 5’ par de 
l’ATPγ33P. Cette sonde (50 000 cpm) a été incubée avec différentes concentrations de 
protéines dans le tampon (20mM HEPES pH8.0, 1mM EDTA, 7mM MgCl2, 3mM CaCl2, 
50mM NaCl, 7mM β-mercaptoethanol, 10% v/v glycérol, et 1µg poly (dI-dC)/poly(dI-dC) 
pour un volume final de15µl. Après 20min d’incubation à 28°C, la DNase I (Appligene) est 
ajoutée en quantité voulue (déterminée lors d’une première expérience de « calibration »). La 
réaction de digestion est arrêtée après 3min à 28°C par l’ajout de tampon Stop (1.5M 
COONH4, 0.25M EDTA et 250µg/ml glycogène) puis précipitée à l’éthanol. Le culot est 
resuspendu dans 5µl de tampon de charge avant d’être chargé pour analyse sur un gel 
d’acrylamide 6%. Les séquences correspondantes ont été faites en parallèle à l’aide du kit 
Thermo Sequenase Cycle Sequencing (USB). 
 
VIII. Test de survie à pH acide. 
Le protocole est celui décrit dans Castanié-Cornet et al., (1999). Les souches sont 
cultivées à 37°C sur la nuit en milieu complet LB supplémenté en glucose à 0,4% (étape de 
pré-adaptation à pH acide modéré de ~ 5). Elles sont ensuite diluées 1000 fois dans du milieu 
M9 préchauffé, tamponné à pH 2,5 et supplémenté en glutamate de sodium 1,5 mM. A t0, t2h 
et t4h, 10μl de dilutions en séries de chaque culture (dilution 100 à 10-3) sont déposées sur 
boîte de milieu complet LB gélosé. Les colonies sont dénombrées (CFU) après une nuit 
d’incubation à 37°C. Le taux de survie est évalué en calculant le ratio entre les CFUs.ml-1 aux 
temps t2h ou t4h et les CFUs.ml-1 au temps t0. 
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IX. Construction des fusions traductionnelles pour le double hybride 
bactérien. 
Chaque ORF pleine taille Rcs a été amplifiée par PCR puis insérée aux sites EcoRI et 
BamHI des vecteurs pUT18C ou pKT25, en aval et en phase des fragments T18 ou T25 de 
l’adénylate cyclase, respectivement. Ces vecteurs sont clonés à 30°C dans une souche DH5α 
puis sélectionnés pour la présence d’un insert de taille attendue. Les clones retenus seront 
alors séquencés et la fonctionnalité des protéines exprimées vérifiée par complémentation 
(lorsque le phénotype n’est pas évident). 
 
X. Test BACTH (Bacterial Adenylate Cyclase Two hybrid) 
Les souches cya- BTH101 ou DHM1, rendues électrocompétentes sont transformées par 
un couple de plasmides pKT25-ORFRcs / pUT18C-ORFRcs. Après une expression 
phénotypique de 2 heures à 30°C, les transformants sont étalés sur différents milieux : LB-
Xgal-IPTG 0,5mM ou Mac Conkey maltose 1% ou milieu minimum maltose 0.2%. 
L’étalement est réalisé en patch, en spot de dilutions ou avec des billes (50µl de la 
transformation et d’une dilution au 10ème) ; les boîtes sont incubées plusieurs jours à 30°C. 
Lorsqu’aucune coloration n’apparaît, l’absence d’interaction est vérifiée par dosage β-
galactosidase (Miller 1992). 
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